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ПРОФЕССОРА 

АЛЕКСЕЯ ИСИДОРОВИЧА КОЛОМИЙЧЕНКО 

ПОСВЯЩАЕТСЯ 


ПРЕДИСЛОВИЕ 

В последние годы в литературе накопилось большое количе- 
ство данных, свидетельствующих о важной роли исследований 
ферментов в диагностике, патогенезе и лечении различных за- 
болеваний. По образному выражению Абдергальдена (1958), мы 
находимся сегодня в начале новой эры развития медицины — 
эры, стоящей под знаком ферментов. 

Большой интерес к изучению ферментов объясняется, преж- 
де всего, их кардинальной ролью в жизнедеятельности организ- 
ма. Ферменты составляют основную массу живого вещества. 
Именно действием ферментных белков обусловливается сово- 
купность химических превращений, составляющих обмен ве- 
ществ. Все биологические функции организма — активные дви- 
жения, рост, размножение, пищеварение, дыхание, синтез и 
распад различных соединений, обезвреживание продуктов обме- 
на и выведение их из организма — осуществляются координи- 
рованным и направленным действием множества фермент- 
ных систем. 

Гормоны, витамины, микроэлементы, метаболиты и другие 
биологически активные соединения теснейшим образом связаны 
с функцией ферментов; большинство из них проявляют свое дей- 
ствие через ферментные системы. Например, ряд витаминов груп- 
пы В входит в состав прост етической группы ферментов ; микро- 
элементы являются активаторами либо непосредственными со- 
ставными частями молекулы фермента. Гормоны проявляют свою 
биологическую активность также во многих случаях путем воз- 
действия на ферментные системы, т. е. посредством ферментов. 
Поэтому указанные биологически активные соединения необхо- 
димо изучать не изолированно, а в связи с их влиянием на 
активность соответствующих ферментных систем. 

Внедрение ферментологии в медицинскую практику стало 
возможным благодаря успехам общей энзимологии. В настоящее 
время известно свыше 2000 ферментов, которые по химической 
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природе являются простыми или сложными белками. Расшифро- 
вана структура многих ферментов, а также специфических участ- 
ков в их молекуле — активных центров, которые осуществляют 
акт биокатализа. В 1969 г. произведен в лабораторных условиях 
синтез первого фермента — рибонуклеазы, свершилось гениаль- 
ное предвидение И. П. Павлова, который писал: «И если не я, то 
вы, наверное, дождетесь того времени, когда природа их будет 
разъяснена, и они будут получаться искусственно, подобно дру- 
гим телам» 

Большие успехи достигнуты в разработке методов получения 
ферментов в высокоочищенном состоянии, что дало возможность 
наладить промышленное производство препаратов ферментов, 
пригодных для медицинских целей. Разработаны простые и вы- 
сокочувствительные приемы определения активности ферментов 
в биологических жидкостях — крови, моче, ликворе, слюне, экс- 
судатах. Они легли в основу ряда ценных методов лабораторной 
диагностики многих заболеваний. Препараты очищенных фер- 
ментов используются также в качестве специфических реактивов 
для обнаружения и количественного определения активных сое- 
динений в тканях и жидкостях организма человека. Необ- 
ходимо отметить высокую чувствительность и специфичность ме- 
тодов химического анализа с помощью ферментов. 

В настоящее время оформилась новая область теоретической 
и практической медицины — медицинская энзимология. Она 
включает следующие разделы: 

а) энзимодиагностику — исследование ферментов в биологи- 
ческих жидкостях и тканях с диагностической целью, а также 
для суждения о течении патологического процесса и эффектив- 
ности применяемой терапии; 

б) энзимотерапию — применение ферментов, их активаторов 
и ингибиторов с лечебными целями; 

в) использование ферментов для изучения патогенеза ряда 
заболеваний. 

Энзимологические тесты нашли широкое применение в диаг- 
ностике сердечно-сосудистых заболеваний, гастроэнтерологии, 
онкологии, акушерстве и гинекологии, офтальмологии, стомато- 
логии. Накоплен положительный опыт применения ферментов, 
коферментов, ингибиторов ферментов с терапевтической целью. 

В оториноларингологической клинике энзимологические 
исследования, особенно с диагностической целью, не получили 
еще должного развития. 


1 Павлов И. П. Полное собрание сочинений. М., Изд-во АН СССР, 1952, 
т. 5, с. 19. 
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В Киевском НИИ отоларингологии с 1961 г. началось целена- 
правленное и систематическое изучение ферментов и изофермен- 
тов для диагностики и терапии Л О Рзаболеваний. В биохимиче- 
ской лаборатории института впервые получены кристаллические 
препараты протеолитических ферментов для медицинских целей, 
изучены их лечебные свойства, что послужило основанием для 
широкого применения этих веществ в отоларингологии и других 
областях медицины. 

Цель настоящей монографии — суммировать собственные 
материалы, и данные литературы, а также дать практические 
рекомендации врачам по диагностическому и лечебному приме- 
нению ферментов в оториноларингологии. В отечественной и за- 
рубежной литературе отсутствуют такие работы. В предлагаемой 
книге авторы делают попытку в какой-то мере восполнить этот 
пробел. В монографии ввиду ее практической направленности 
очень кратко рассмотрены некоторые вопросы биохимии фер- 
ментов. Читателей, желающих получить более детальную ин- 
формацию по теоретическим вопросам ферментологии, мы отсы- 
лаем к монографиям: И. И. Иванов, Б. Ф. Коровкин, И. М. Мар- 
келов «Введение в клиническую энзимологию» (1974); «Клиниче- 
ская ферментология» под редакцией Щеклика (1966); Мосс, 
Баттерворт « Энзимология и медицина» (1978). 

Авторы будут считать свою цель достигнутой, если книга 
привлечет внимание врачей к этому перспективному направле- 
нию медицины. 


УСЛОВНЫЕ СОКРАЩЕНИЯ 


АМЦГК — 4-амино-метилциклогексанкарбоновая кислота 
АТФ — аденозинтрифосфорная кислота 
БА — бензоил-ДЕ-аргинин 

БАПНА — ІЧ-бензоил-Д^.аргинин-пара-нитроанилид 

БАЭЭ — ІЧ-бензоил-ДЕ-аргининэтиловый эфир 

ГЛ — гиппурил-Е-лизин 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДНК-аза — дезоксирибонуклеаза 

ЕА — единицы активности 

ИЭТ — изоэлектрическая точка 

КФ — кислая фосфатаза 

ЛДГ — лактатдегидрогеназа 

МАО — моноаминооксидаза 

МДГ — малатдегидрогеназа 

НАД — никотинамидадениндинуклеотид, окисленная форма 

НАДН.НН никотинамидадениндинуклеотид, восстановленная 

форма 

ПАМБК — парааминобензойная кислота 

ПРА — протаминрасщепляющая активность 

ПРФ — продукты распада фибриногена 

РНК — рибонуклеиновая кислота 

РНК-аза — рибонуклеаза 

СДГ — сукцинатдегидрогеназа 

СИТ — соевый ингибитор трипсина 

ТАМЭ — ІЧ-тозил-Е-аргининметиловый эфир 

ТХУ — трихлоруксусная кислота 

ФХ — фактор Хагемана 

ЦО — цитохромоксидаза 

ПІФ — щелочная фосфатаза 

ЭДТА — этилен-диамин-тетраацетат 

а! -АТ — а, -антитрипсин 

сс 2 -МГ — а 2 -макроглобулин 

е-АКК — е-аминокапроновая кислота 


ФЕРМЕНТЫ В ДИАГНОСТИКЕ 
И ПАТОГЕНЕЗЕ ЛОРЗАБОЛЕВАНИЙ 


В настоящее время установлено, что в основе любой болезни 
лежит нарушение координированного действия многочисленных 
ферментных систем. Поэтому понятно внимание, проявляемое 
клиницистами различных специальностей к методам энзимодиаг- 
ностики. Сейчас эта область знаний интенсивно развивается, и 
более 25% методов исследования, используемых в клинико-диаг- 
ностических лабораториях, приходится на энзимологические, а 
в будущем предполагается, что этот процент возрастет до 50 
(Данев, 1973). 

Современный этап характеризуется исследованиями в био- 
логических жидкостях и тканях организма не только суммарной 
активности ферментов, но и их отдельных изоферментных форм. 
Изоферментами называются те множественные формы фермен- 
тов, которые образуются вследствие генетически обусловленных 
различий в первичной структуре белка. Они имеют одинаковую 
субстратную специфичность, но отличаются по физико-химиче- 
ским свойствам: электрофоретической подвижности, чувствитель- 
ности к температуре, рН среды, ингибиторам, активаторам и др. 
Обнаружение различного количественного соотношения изофер- 
ментов в отдельных тканях повысило специфичность энзимоди- 
агностики (Уилкинсон, 1968). Оказалось, что заболевание того 
или иного органа, имеющего определенный изоферментный 
спектр, сопровождается появлением специфических для него изо- 
ферментов в сыворотке крови, в связи с чем изоферментный со- 
став последней приближается к изоферментному спектру повре- 
жденной ткани. Известно, что более 100 ферментов существуют в 
различных изоферментных формах. Широкое клиническое при- 
менение нашли изоферментные формы дегидрогеназ, фосфатаз, 
трансфераз и др. 

Наибольший интерес для клиники представляет изучение в 
сыворотке крови ферментов и их изоформ, которые имеют раз- 
личный источник происхождения и постоянны в норме. Ферменты 
сыворотки крови по происхождению можно условно разделить 
на а) генуинные (секреторные) — синтезируемые в различных 
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органах в норме и выделяемые в кровь, где они выполняют опре- 
деленные физиологические функции (ферменты системы сверты- 
вания крови, фибринолиза, образования и распада кининов) и 
б) индикаторные, которые участвуют во внутриклеточном обме- 
не, в норме содержатся в сыворотке крови в незначительных 
количествах, при поражении тех или иных органов проникают в 
кровь, где их активность возрастает. Кроме того, большое зна- 
чение имеет исследование ферментов в моче, слюне, спинномоз- 
говой жидкости, экссудатах. 

В последнее время диагностическое значение приобретает 
исследование ферментов в биоптатах тканей. Широкое распро- 
странение нашло исследование ферментов аминокислотного об- 
мена, в частности аминотрансфераз, углеводного обмена фер- 
ментов, участвующих в свертывании крови, фибринолизе и др. 

Нарушение количественного соотношения различных фермен- 
тов или их изоферментных форм в биологических жидкостях 
может выражаться в повышении активности фермента по сра- 
внению с ее величиной в норме, снижении ферментативной ак- 
тивности и появлении ферментов, которые в норме не обнаружи- 
ваются. 

Активность ферментов в сыворотке крови повышается при 
поражениях органов и тканей, связанных с увеличением прони- 
цаемости клеточных мембран или нарушением внутриклеточной 
организации ферментов (гиперферментемия). Такое нарастание 
активности может быть обусловлено более высоким количест- 
венным их содержанием в тканях, т. е. наличием определенного 
градиента концентрации ферментов. Например, активность ас- 
партат-аминотрансферазы в ткани печени примерно в 10 000 раз 
выше, чем в сыворотке крови. Наблюдается корреляция между 
степенью повреждения органа и увеличением активности сыво- 
роточных ферментов. 

Механизм повышения активности ферментов в сыворотке при 
патологических состояниях неясен и ни одна из предложенных 
гипотез (И. И. Иванов и соавт., 1974) не может полностью объ- 
яснить это явление. В числе различных причин гиперферменте- 
мии в сыворотке крови необходимо учитывать возникновение при 
патологии новых условий среды, в частности изменение соотно- 
шения активаторов и ингибиторов ферментов. Поэтому комплекс- 
ное изучение ферментов и факторов, регулирующих их актив- 
ность, даст более полную информацию о сдвигах в ферментных 
системах в условиях патологии. 

Снижение активности ферментов наблюдается при наруше- 
нии функции органов, синтезирующих их, или при ряде наслед- 
ственных энзимопатий. 
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Наиболее интенсивно вопросы энзимодиагностики разрабаты- 
ваются при заболеваниях печени, сердца, поджелудочной желе- 
зы, злокачественных новообразованиях. 

В практике отоларингологии определение активности ряда 
ферментов нашло применение в диагностике раковых поражений, 
тонзиллитов, аллергических заболеваний и некоторой другой па- 
тологии ЛОРорганов. 

ЗНАЧЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ И ИХ ИНГИБИТОРОВ 

В ДИАГНОСТИКЕ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИИ 

ЛОРОРГАНОВ 

Опухолевый рост, как известно, сопровождается нарушением 
координированной деятельности ферментных систем, которое 
оказывает влияние на весь организм (В. С. Шапот, 1975). При 
этом некоторые высокочувствительные ткани, отдаленные от опу- 
холи, изменяются аналогично тканям, пораженным бластома- 
тозным ростом. В связи с этим изучение ферментного аппарата 
как в самой опухоли, так и в тканях, отдаленных от нее, пред- 
ставляет несомненный интерес. В литературе уже имеется боль- 
шое количество сведений об изменениях ряда ферментных си- 
стем при злокачественных новообразованиях различных лока- 
лизаций. Ниже систематизированы материалы, накопленные 
почти за 20 лет в Киевском научно-исследовательском институте 
отоларингологии им. профессора А. И. Коломийченко, а также 
данные других ЛОРонкологических клиник в нашей стране и за 
рубежом по изучению биохимических и гистохимических призна- 
ков малигнизации тканей ЛОРорганов. Основная цель, пресле- 
дуемая нами, — рассмотреть значение этих исследований в диаг- 
ностике, патогенезе, характеристике степени агрессивности рака, 
возникающего в области горла, носа и уха. 


Ферменты обмена углеводов 

В связи с тем что большинство исследователей считают нару- 
шение равновесия между гликолизом и дыханием ткани в про- 
цессе озлокачествления клеток одним из важных признаков ма- 
лигнизации, мы, прежде всего, остановимся на наблюдаемых у 
больных ЛОРзаболеваниями сдвигах в активности гликолитиче- 
ских ферментов. 

Одной из наиболее важных биохимических особенностей 
клеток злокачественных опухолей считается высокий уровень 
процессов гликолиза. Большинство раковых опухолей характе- 
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ризуется редко наблюдаемым в нормальных тканях аэробным 
гликолизом, т. е. в условиях даже достаточного снабжения тка- 
ни кислородом основная часть глюкозы превращается в молоч- 
ную кислоту, а не окисляется в трикарбоновом цикле до углеки- 
слого газа и воды. Следствием аэробного гликолиза является 
неэкономное использование энергии в тканях злокачественных 
новообразований: так, при гликолитическом расщеплении 1 мо- 
лекулы глюкозы образуется всего 2 молекулы АТФ, а в условиях 
дыхания — 36 молекул. Повышение интенсивности гликолиза в 
раковых опухолях привлекло внимание к изучению основных 
ферментов, катализирующих этот процесс: гексокиназы, лактат- 
дегидрогеназы (ЛДГ), альдолазы и др. Исследование активности 
ряда ферментов гликолиза в крови и тканях опухолей больных 
злокачественными новообразованиями ЛОРорганов позволило 
выявить определенные изменения интенсивности гликолитических 
процессов, которые можно использовать при данных заболева- 
ниях как объективный диагностический критерий. 

Одним из ферментов гликолиза, определение активности ко- 
торого в крови больных ЛОРонкологическими заболеваниями 
может иметь диагностическое значение, является гексокиназа 
(АТФ: О-гексоза-6-фосфотрансфераза, КФ 2.7.1.1.). Этот фер- 
мент катализирует первую реакцию многоступенчатого гликоли- 
тического превращения углеводов — фосфорилирование глюкозы 
до глюкозо-6-фосфорной кислоты за счет концевой фосфатной 
группы АТФ. Определение активности гексокиназы в сыворотке 
крови при онкологических заболеваниях с диагностической целью 
началось после установления С. А. Нейфахом и Н. М. Монахо- 
вым (1967) факта отсутствия активности этого фермента в крови 
здоровых людей и появления ее при наличии в организме зло- 
качественной опухоли. 

У больных злокачественными новообразованиями ЛОРорга- 
нов активность сывороточной гексокиназы определяется в 84— 
87% случаев (К. П. Маркова, В. В. Михайлов, 1971; К. Н. Ве- 
ремеенко и соавт., 1972). Однако данные, полученные при сопо- 
ставлении активности фермента со степенью выраженности опу- 
холевого процесса, противоречивы. Так, К. П. Маркова и 
В. В. Михайлов (1971) выявили почти двукратное увеличение 
активности фермента в сыворотке крови больных со II и III ста- 
диями рака ЛОРорганов по сравнению с величинами активности 
гексокиназы при I стадии заболевания. В то же время, согласно 
данным К. Н. Веремеенко и соавторов (1972), при I и II стадиях 
рака гортани положительная гексокиназная проба обнаружива- 
лась во всех случаях и была более высокой, чем при III стадии 
заболевания. 
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При изучении активности гексокиназы в сыворотке крови 
больных раком гортани установлена также определенная зако- 
номерность, позволяющая судить о характере течения заболе- 
вания в ходе терапии: больные раком гортани I и II стадии с 
высокими значениями активности сывороточной гексокиназы 
(40 МЕ и более) плохо поддаются лечению (К. Н. Веремеенко 
и соавт., 1972). 

Таким образом, определение активности гексокиназы в сы- 
воротке крови у лиц со злокачественными новообразованиями 
ЛОРорганов можно применять как дополнительный диагности- 
ческий тест, а также как прогностический — с целью установле- 
ния характера течения ракового процесса. 

Несколько снижает диагностическую ценность этого биохи- 
мического показателя выявление гексокиназной активности в 
сыворотке крови у части больных с различными доброкачествен- 
ными опухолями ЛОРорганов, а также при хроническом ларин- 
гите (К- П. Маркова, В. В. Михайлов, 1971; К. Н. Веремеенко 
и соавт., 1972). 

Важным ферментом гликолиза, исследование которого при 
раке гортани имеет диагностическое значение, является ЛДГ 
(Ь-лактат:НАД-оксидоредуктаза, КФ 1.1.1.27). Она катализи- 
рует последнюю реакцию гликолитического расщепления угле- 
водов — обратимое превращение пировиноградной кислоты в 
молочную. 

А. И. Цыганов и соавторы (1978) изучили распределение ак- 
тивности ЛДГ в различных клеточных структурах опухоли и 
окружающих ее тканей (операционный материал). Активность 
ЛДГ обнаруживалась во всех исследуемых клеточных фракциях 
(табл. 1. В макроскопически неизмененной слизистой оболочке 
гортани, служащей относительным контролем, самая высокая 
активность наблюдалась в растворимой фракции. Она была в 
3 раза выше активности ЛДГ в митохондриальной и надмито- 
хондриальной фракциях. В ткани раковой опухоли гортани ак- 
тивность фермента повышалась, что особенно выпажено для 
растворимой фракции. Показатели активности ЛДГ в этой фрак- 
ции в 3,5 раза выше соответствующих данных для относительно- 
го контроля. Увеличение ферментативной активности в митохон- 
дриях и надмитохондриальной фракции было менее интенсивным: 
соответственно в 1,6 и 2,5 раза. 

Если сравнить активность ЛДГ в опухоли, пограничной с ней 
ткани и макроскопически неизмененной слизистой оболочке, 
можно отметить, что в надмитохондриальной и растворимой 
фракциях постепенно уменьшается активность фермента по мере 
удаления исследуемой ткани от опухоли. Активность митохон- 


п 


Таблица 1. Активность ЛДГ в клеточных фракциях ткани гортани при ее 
злокачественном поражении (М±т, мкмоль субстрата ) (мин-мг белка) 



Исследуемая ткань гортани 

Фракция 

Макроскопически 

неизмененная 

слизистая 

оболочка 

Пограничная 
с опухолью 
ткань 

Опухолевая 

ткань 

Митохондриальная 
(600—10 000ё) 

0,1 2 ± 0,0 1 

0,19 ±0,023 
Р<0,05 

0, 1 9 ±0,02 1 
Р<0,02 

Надмитохондриальная 
(10 000—105 000д) 

0,1 2 ±0,020 

0,20 ±0,032 

Р > 0,05 

0,30±0,056 

Р<0,01 

Растворимая 
(после 105 000§-) 

0,38 ±0,030 

0,96 ±0,1 00 
Р< 0,001 

1,33 ±0,090 
Р< 0,001 


Примечание. Р — достоверность различия по сравнению с данными 
для макроскопически неизмененной слизистой оболочки. 

дриальной ЛДГ в пограничной с опухолью ткани и самой опу- 
холи одинакова (см. табл. 1). 

Мы изучали также активность фермента в биоптическом ма- 
териале злокачественных опухолей различных стадий, доброка- 
чественных опухолей, твердых папиллом и при хроническом 
ларингите (О. П. Голобородько, Г. А. Опанащенко, 1976). Ре- 
зультаты этих исследований суммированы в табл. 2. При всех ис- 
следованных стадиях рака гортани активность ЛДГ значитель- 
но повышается по сравнению с активностью макроскопически 
неизмененной слизистой оболочки. Увеличение активности выра- 
жено в одинаковой мере (в среднем в 2,6 раза) при начальных 
(И), более поздних (III) и запущенных (III — IV) стадиях опу- 
холевого процесса. В ткани доброкачественных опухолей (фи- 
бромы, полипы) активность ЛДГ существенно не отличалась от 
активности фермента в макроскопически неизмененной слизи- 
стой оболочке, причем ни в одном случае активность фермента 
в доброкачественных опухолях и слизистой оболочке не достига- 
ла такой, которая выявлялась в тканях злокачественных ново- 
образований. 

В ткани твердых папиллом гортани активность ЛДГ повыша- 
лась по сравнению с данными контрольной группы более значи- 
тельно (примерно в 4 раза), чем в ткани раковых опухолей. 

В ткани гортани при хроническом ларингите активность фер- 
мента также возрастает, но в меньшей степени, чем в ткани 
раковых опухолей и твердых папиллом. 

Таким образом, злокачественные новообразования гортани 
характеризуются значительным увеличением активности ЛДГ 
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Таблица 2. Активность ЛДГ в тканях гортани при ее различных пораже- 
ниях 


Диагноз 

Активность ЛДГ, мкмоль субстрата/ 

(мин-мг белка) 

М±ш 

Пределы 

колебаний 

Р 

Рак гортани 




11 стадия 

1 ,49 ±0, 16 

1,10—2,11 

<0,001 

III » 

1,45±0,14 

1,00—2,28 

<0,001 

III — IV » 

1,47 ±0,21 

1,05-1,72 

<0,001 

Доброкачественные 




опухоли 

0,46 ±0,042 

0,26—0,77 

>0,05 

Твердые 




папилломы 

2,29 

2,12—2,46 


Хронический 




ларингит 

0,72 ±0,061 

0,62—0,82 

<0,05 

Макроскопически 

неизмененная 

слизистая 

оболочка 

0,56 ±0,035 

0,31-0,79 



Примечание. Р вычислено по сравнению с данными для макроскопи- 
чески неизмененной слизистой оболочки. 

по сравнению с данными для макроскопически неизмененной 
слизистой оболочки. Особенно важно то, что активность ЛДГ 
повышается уже при начальных стадиях рака гортани, т. е. 
количественное биохимическое определение активности ЛДГ в 
биоптическом материале является чувствительным методом, по- 
зволяющим диагностировать раковые опухоли на ранних ста- 
диях заболевания. Определение активности ЛДГ можно исполь- 
зовать не только для установления малигнизации, но и для диф- 
ференциальной диагностики доброкачественных и злокачествен- 
ных опухолей гортани. 

Практическая ценность метода определения активности ЛДГ 
в биоптатах различных опухолей гортани с диагностической 
целью заключается в том, что окончательный результат может 
быть получен через короткое время после взятия кусочка опу- 
холи, а количество ткани, необходимое для исследования, может 
составлять 30 — 50 мг. Подробное описание методов получения 
исследуемого материала и определения активности фермента 
будет приведено дальше. 

Значительно повышенную активность ЛДГ (примерно в 2 ра- 
за) наблюдали также Ри]ізакі и соавторы (1972) в раковых 
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опухолях гайморовых пазух по 
сравнению с окружающими опу- 
холь тканями или со слизистыми 
оболочками верхнечелюстных па- 
зух при хронических синуситах. 

Нами изучен также изофер- 
ментный спектр ЛДГ тканей гор- 
тани. Для этих исследований ис- 
пользован метод диск-электрофо- 
реза в полиакриламидном геле. 
По сравнению с макроскопически 
неизмененной слизистой оболоч- 
кой в растворимой фракции из 
ткани раковых опухолей гортани 
увеличивалось содержание мало- 
подвижных форм ЛДГ 4 и ЛДГ 5 
(рис. 1 ). 

Изменялся изоферментный 
спектр ЛДГ также в раковых опу- 
холях верхнечелюстных пазух 
(Рифзакі и соавт., 1972). Для тка- 
ней злокачественных новообразо- 
ваних этой локализации было ха- 
рактерно преобладание фракций 
ЛДГ 4 и ЛДГ 5 , а в слизистых 
оболочках верхнечелюстных по- 
лостей при хронических синуситах превалировала ЛДГ 3 , на 
основании чего авторы разграничили раковый и воспалительный 
типы изоферментных спектров ЛДГ. 

А. К. Борджадзе (1973) обнаружил определенные сдвиги 
активности ЛДГ в ткани различных опухолей гортани гистохи- 
мическими исследованиями: активность фермента резко повы- 
шалась в раковых опухолях, меньше — в папилломах с атипи- 
ческим ростом эпителия и совсем мало — в папилломах без 
выраженного атипического роста эпителия и полипах гортани 
(в данной работе отсутствует количественная оценка наблюде- 
ний). Повышенная активность ЛДГ гистохимическими методами 
исследования выявлена также и в злокачественных опухолях 
полости носа по сравнению с непораженной слизистой оболочкой 
(ІзЬіі, 1972). 

Лучевая терапия оказывает угнетающее действие на лактат- 
дегидрогеназную активность тканей злокачественных опухолей 
гортани (А. К. Борджадзе, 1973; А. Ф. Карась, 1974). 

В ряде работ изучалась общая активность ЛДГ и в сыворот- 


Рис. 1. Денситограммы изофермен- 
тов ЛДГ растворимой фракции 
из макроскопически неизмененной 
слизистой оболочки (А) и ткани 
злокачественной опухоли гортани 
(Б). Данные типичного опыта: 
/-ЛДГ,, 2-ЛДГ г , 3-ЛДГз, 4 - 
ЛДГ4. 5 - лдг 5 
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ке крови больных раком гортани (А. А. Сквирская и соавт., 
1973; К. Н. Веремеенко и соавт., 1976). Согласно полученным 
результатам, активность сывороточного фермента при раке гор- 
тани значительных изменений не претерпевает. Не обнаружено 
изменений общей активности ЛДГ и в сыворотке крови больных 
злокачественными опухолями носа ( ІзЬіі, 1972). В то же время 
А. А. Сквирская и соавторы (1977) отметили значительные изме- 
нения изоферментного состава ЛДГ в сыворотке крови больных 
раком гортани: интенсивно увеличивалась активность катодных 
фракций ЛДГ 4 и ЛДГ5 и снижалась активность анодных фрак- 
ций ЛДГ] и ЛДГ 2 . Изоферментный состав сывороточной ЛДГ 
исследован также у 2 больных раком гортани А. М. Голубевым 
и соавторами (1973), однако вследствие ограниченного количе- 
ства материала сделать выводы авторам не представилось воз- 
можным. Тапака и соавторы (1976) выявили в сыворотке крови 
больных раком гортани, который сопровождался гипертиреозом, 
необычный изофермент ЛДГ в виде добавочной полосы между 
ЛДГ! и ЛДГ 2 . После специальных исследований авторы скло- 
няются к мысли, что он происходит из раковой ткани, хотя и не 
исключают возможной его связи с тиреотоксическим состоянием. 

Исходя из того что гликолиз является основным процессом 
в продукции энергии в эритроцитах, в этих клетках при заболе- 
вании раком гортани также исследовали активность ЛДГ. 

А. А. Сквирская и соавторы (1973) установили, что эритро- 
циты больных злокачественными новообразованиями гортани 
проявляют почти вдвое большую активность фермента, чем 
красные клетки крови доноров. При этом заболевании изменяет- 
ся и изоферментный спектр ЛДГ эритроцитов: повышается со- 
держание ЛДГз _4 и ЛДГ 5 и уменьшается уровень ЛДГі_ 2 
(А. А. Сквирская и соавт., 1977). Полученные результаты позво- 
лили этим авторам сделать вывод о том, что, по-видимому, у 
больных раком гортани наблюдается гипоксия, и предложить 
использовать данный показатель при оценке общего состояния 
больного. 

При злокачественных новообразованиях ЛОРорганов в сы- 
воротке крови и ее форменных элементах исследовали также 
активность ряда других ферментов гликолиза. В эритроцитах 
больных раком гортани В. М. Лосицкая (1966) обнаружила не- 
которое возрастание активности фосфофруктокиназы (АТФ: 
0-фруктозо-6-фосфат-1-фосфотрансфераза, КФ 2.7.1.11), а 
А. А. Сквирская и соавторы (1973) — фосфогексоизомеразы 
(О-глюкозо-6-фосфат-кетол-изомераза, КФ 5.3. 1.9). Незначитель- 
но повышалась активность фосфогексоизомеразы и в сыворотке 
крови (А. А. Сквирская и соавт., 1973). При изучении активности 


15 


альдолазы (кетозо-1-фосфат-альдегид-лиаза, КФ 4.1.2.13) в сы- 
воротке и эритроцитах крови больных раком гортани получены 
неоднозначные результаты (В. М. Лосицкая, 1966; Е. М. Гранов- 
ская, 1972; А. А. Сквирская и соавт., 1973; Зкопіегпу, 1973; 
5іе§е1 и соавт., 1975; ОгитЗшапп, МісЬаІзкі, 1977), но большая 
часть данных свидетельствует о повышении активности этого 
фермента при данном заболевании. Изучение еще одного фер- 
мента гликолиза — энолазы (2-фосфо-О-глицерат-гидро-лиаза, 
КФ 4.2.1.11) — в эритроцитах больных раком гортани показало, 
что активность его остается в пределах нормы (В. М. Лосицкая, 
1966). 

В тканях злокачественных новообразований гортани снижа- 
ется или полностью исчезает гликоген (Ю. Н. Зурнаджи, 1965; 
Н. А. Московченко и соавт., 1974); при раке гортани наблюда- 
ются также определенные изменения уровня молочной и пиро- 
виноградной кислот в крови (А. И. Старостенко, 1963; 3. П. Рыж- 
ко, 1968; Л. В. Усенко, Г. М. Тытарь, 1969; 1*а Регіа, 1959). 

Кроме гликолитических ферментов при раке гортани иссле- 
довали также активность ферментов аэробного окисления угле- 
водов. Одним из них является сукцинатдегидрогеназа (сукци- 
нат: /акцептор/ — оксидоредуктаза, КФ 1.3.99.1) — показатель 
интенсивности процессов цикла Кребса. Г. А. Автандилов и со- 
авторы (1972) гистохимическими методами установили, что ак- 
тивность этого фермента в ткани злокачественных опухолей гор- 
тани увеличивалась почти в 3 раза по сравнению с макроско- 
пически неизмененной слизистой оболочкой. Облучение приводи- 
ло к снижению активности в тканях злокачественных опухолей в 
4 — 6 раз. А. К. Борджадзе (1973) обнаружил снижение актив- 
ности сукцинатдегидрогеназы в раковых тканях гортани по 
сравнению с нормой, причем ферментативная активность еще 
больше уменьшалась или не выявлялась вовсе после лучевой 
терапии. Противоречивые данные этих авторов, возможно, свя- 
заны с неоднородностью изучаемого материала, а также с раз- 
личиями в методах исследования. 

Известен еще один путь превращения углеводов в организ- 
ме — пентозофосфатный цикл. По сообщению А. А. Сквирской 
и соавторов (1977), в эритроцитах крови больных раком горта- 
ни активность ферментов начальной фазы этого цикла отчет- 
ливо повышается. 

Встречаются единичные работы по изучению при раке гор- 
тани некоторых ферментов, участвующих в превращении угле- 
водных компонентов мукополисахаридов. Так, Ба Регіа (1959) 
обнаружил трехкратное увеличение в тканях злокачественных 
опухолей гортани активности р-глюкуронидазы (р-О-глюкуро- 
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нид-глюкуронгидролаза, КФ 3.2.1.31). Поданным Оіегек (1977), 
активность этого фермента повышается также в лимфоцитах 
крови больных раком гортани при отсутствии ее изменений в 
нейтрофилах. Она (Оіегек, 1977) также установила, что в лим- 
фоцитах и нейтрофилах крови возрастает активность Ы-ацетил- 
р-глюкозаминидазы (хитобиоза-ацетамидодезоксиглюкогидро- 
лаза, КФ 3.2.1.30). Небольшое увеличение активности этих 
ферментов обнаружено гистохимическими методами в ткани 
злокачественных опухолей полости носа (ІзЬіі, 1972). 

Известно, что по мере прогрессирования рака гортани в 
связи с локализацией опухолевого процесса развивается гипок- 
сия. Так как в процессах дыхания важную роль играет фермент 
карбоангидраза (карбонат-гидро-лиаза, КФ 4.2.1.1), способству- 
ющий выведению углекислого газа из организма, его исследова- 
ние при раке гортани может иметь диагностическое значение. 
Т. Е. Бровко (1959) обнаружила, что повышенная активность 
этого фермента в большем проценте случаев наблюдается при 
запущенных стадиях рака гортани, особенно при наличии стено- 
за. По мнению автора, это — результат компенсаторной реакции 
на накопление углекислоты в организме вследствие затруднения 
дыхания. 

Содержащий медь белок аг-глобулиновой фракции, церуло- 
плазмин, обладающий способностью переносить медь в крови, 
проявляет также ферментативные’ свойства. Он катализирует 
окисление некоторых полиаминов, в том числе п-дифенолов и 
п-фенилендиаминов. Поэтому его называют п-фенолоксидазой 
(п-дифенол:кислородоксидоредуктаза, КФ 1.10.3.2). По данным 
Э. Л. Зражвы (1966, 1971), активность этого фермента в сыво- 
ротке крови при раке гортани повышалась в 1,3 — 1,6 раза. Наи- 
большее увеличение характерно для III стадии заболевания. 
Несколько возрастала активность сывороточной п-дифенолокси- 
дазы и при доброкачественных опухолях гортани (в среднем в 
1,3 раза). В сыворотке крови больных раком гортани увеличи- 
валось также содержание меди (в среднем в 1,4 раза), особенно 
при I стадии заболевания. Однако концентрация меди в сыво- 
ротке крови больных доброкачественными опухолями гортани 
существенно не изменялась. В то же время Ое Лог§е и соавторы 
(1966) в сыворотке крови больных раком гортани не обнаружили 
изменения активности церулоплазмина при значительном увели- 
чении (более чем в 2 раза) концентрации меди. 
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Ферменты обмена белков 

В процессах пролиферации, инвазии, в стимуляции роста и 
нарушении свойств поверхности клеток злокачественных опухо- 
лей участвуют протеолитические ферменты (РагЬізгеѵѵзкі, \Ѵо- 
го\ѵзкі, 1975; ЗсЬпеЫі, 1974). Одним из характерных признаков 
метаболизма неопластических тканей является ярко выраженное 
несоответствие между реакциями синтеза и распада их струк- 
турных компонентов. Причиной этого явления могут быть глубо- 
кие нарушения гидролитического расщепления белков — протео- 
лиза в организме больных с опухолью (Р. С. Овсесян, 
Р. Г. Мкртчян, 1977; ЗсЬпеЫі, 1974; РагЬізгехѵзкі, \Ѵого\ѵзкі, 
1975). 

В лаборатории биохимии Киевского научно-исследовательско- 
го института отоларингологии на протяжении ряда лет в ткани 
злокачественных новообразований и крови больных ЛОРонко- 
логическими заболеваниями изучались различные системы, вклю- 
чающие протеолитические ферменты и их ингибиторы. Протеи- 
назы в злокачественных опухолях гортани представлены фермен- 
тами с широкой и узкой субстратной специфичностью, действу- 
ющие как в кислой, так и в слабощелочной среде. Общую про- 
теолитическую активность тканей исследовали по расщеплению 
нескольких субстратов: естественных белков гемоглобина (рН 3), 
протамина (рН 7,6) и синтетического субстрата Ы-бензоил-Ь-ар- 
гининэтилового эфира — БАЭЭ (рН 7,8). Данные этих исследо- 
ваний суммированы в табл. 3. Как видно из табл. 3, ткани 
опухолей имеют достоверно повышенную активность кислых про- 
теиназ (в 1,8 раза). При исследовании активности суммарного 
протеолиза, определяемого по расщеплению двух разных суб- 
стратов в слабощелочной среде, получены неоднозначные резуль- 
таты. Скорость расщепления протамина (активность «нейтраль- 
ной» протеиназы) в ткани раковых опухолей гортани возрастает 
в 2,4 раза, а БАЭЭ-эстеразная активность проявляет тенденцию 
к уменьшению. Полученные данные позволили предположить, 
что в протеолитическом расщеплении этих двух субстратов при- 
нимают участие различные группы ферментов. 

Для углубления знаний о природе ферментов, участвующих 
в расщеплении протамина, изучена их внутриклеточная локали- 
зация (В. М. Лосицкая, 1973). В результате проведенных иссле- 
дований установлено, что активность «нейтральной» протеиназы 
определяется во всех фракциях (табл. 4). Для опухолевой ткани 
и макроскопически неизмененной слизистой оболочки гортани 
наиболее высокая протаминрасщепляющая активность (ПРА) 
определялась в микросомальной Фракции. Это понятно, так как 
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Таблица 3. Активность протеолитических ферментов в тканях при раке 
гортани (М+т) 


Субстрат 

рН 

Опухоль 

Макроскопи- 
чески неиз- 
мененная 
слизистая 
оболочка 

Р 

Авторы 

Гемоглобин, 

МКМОЛЬ/ (Ч'МГ 

белка) 

3,0 

0,71 ±0,07 

0,39 ±0,05 

<0,01 

О. П. Голо- 
бородько 
и соавт., 
1979 

Протамин, 
мкг аргинина/ 

(мг белка за 

45 мин инкуба- 
ции) 

7.6 

11 8,7 ±12,4 

48,1 ±2.35 

<0,001 

В. М. Ло- 
сицкая, 
1968 

БАЭЭ, 

мкмоль 

БАЭЭ/(ч-мг 

белка) 

7,8 

2,3 ±0,24 

3,20 ±0,37 

>0,05 

О. П. Голо- 
бородько 
и соавт., 
1979 


Примечание. Р вычислено по сравнению с данными для макроскопи- 
чески неизмененной слизистой оболочки. 

именно в ней содержатся лизосомы — клеточные элементы, в 
которых обычно локализуются протеолитические ферменты. По- 
видимому, повышение активности протеиназы в гомогенатах 
опухолевой ткани создается за счет значительного увеличения 


ее активности в микросомаль- 
ной и митохондриальной фрак- 
ции (см. табл. 4) . 

В ткани злокачественных 
опухолей и макроскопически 
неизмененной слизистой обо- 
лочке гортани исследовались 
ингибиторы протеолитических 
ферментов, которые являются 
важным фактором в регуляции 
их действия (В. М. Лосицкая, 
1971). Активность ингибиторов 
определялась по способности 
гомогенатов ткани тормозить 
расщепление казеина трипси- 
ном, а активность протеолити- 
ческих ферментов, как уже 
говорилось раньше, — по рас- 


Таблица 4. П ротеолитическая ак- 
тивность в клеточных структурах 
опухолевой ткани у больных раком 
гортани (М) 


Фракция 

Опухоль 

Макроскопи- 
чески неизме- 
ненная слизис- 
тая оболочка 

Ядра 

191 

162 

Митохон- 

дрии 

194 

98 

Микросомы 

306 

216 

Раствори- 

мая 

44 

45 

Гомогенат 

180 

100 
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щеплению белка протамина. В ткани опухоли существует 
определенное соотношение между активностью протеолитиче- 
ских ферментов и их ингибиторов: в слизистой оболочке актив- 
ность ингибиторов трипсина более чем в 2 раза выше, чем в 
опухоли, тогда как активность «нейтральной» протеиназы при- 
мерно в такой же степени ниже. Так, при раке гортани анти- 
триптическая активность в опухолевой ткани составляет 1,8 мкг/ 
мг белка, активность «нейтральной» протеиназы — 137 мкг/мг 
белка, в макроскопически неизмененной слизистой оболочке со- 
ответственно — 4,1 и 65 мкг/мг белка. 

Как показали исследования В. М. Лосицкой (1968), в ткани 
злокачественных опухолей и непораженной слизистой оболочке 
ингибиторы протеолиза содержатся в растворимой цитоплазма- 
тической фракции, вследствие чего, по-видимому, в ней опреде- 
ляется самая низкая активность «нейтральной» протеиназы (см. 
табл. 4). Другие субклеточные структуры — ядра, митохондрии, 
микросомы — не имеют ингибитора. При исследовании распре- 
деления активности «нейтральной» протеиназы среди отдельных 
субклеточных фракций суммарная их активность превосходила 
ее в цельном гомогенате. Это, по-видимому, связано с наличием 
в гомогенате ингибиторов протеолиза, препятствующих фермен- 
тативному расщеплению протамина. При разделении фракций 
дифференциальным центрифугированием происходит разобще- 
ние протеиназ и их ингибиторов (последние, как отмечено выше, 
определяются только в растворимой фракции). В связи с этим 
действие протеиназ остальных фракций не ограничивается инги- 
битором и поэтому их суммарный протеолиз превышает тако- 
вой цельного гомогената. 

Необходимо было выяснить, является ли ингибитор раство- 
римой фракции опухолевой ткани специфическим ингибитором 
трипсина, который обнаружен в аг-глобулиновой фракции сыво- 
ротки крови и представляет по своей природе аг-макроглобулин 
(К. Н. Веремеенко, А. И. Кизим, 1964). Ингибитор, имеющий 
свойства, характерные для сывороточного аг-макроглобулина, 
(а 2 -МГ), среди ингибиторов опухолевой ткани не обнаружен 
(В. М. Лосицкая, 1968). 

Проведено также исследование антипротеолитической и про- 
теолитической активности в раковых опухолях гортани с учетом 
морфологических особенностей их строения (М. А. Луценко, 
В. М. Лосицкая, 1970). Результаты исследований показали, что 
содержание ингибиторов протеиназ зависит от количества сое- 
динительной ткани и ее состояния (табл. 5). В раковой опухоли 
с хорошо выраженной соединительнотканной стромой относи- 
тельное содержание ингибиторов трипсина было наибольшим и 
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Таблица 5. Содержание ингибиторов и активность протеинов в опухолях 
гортани с различными морфологическими особенностями ( М ) 


Объект исследования 

Ингибиторы, 
мкг/мг белка 

Протеолити- 
ческая актив- 
ность, 

мкг/мг белка 

Непораженная слизистая оболочка 

4,00 

64 

Непораженная соединительная ткань 

4,40 

56 

Опухоль 



с хорошо выраженной 



соединительнотканной стромой 

3,8 

120 

с дистрофическими 



изменениями в строме 

1,1 

123 

медуллярная форма 

0,6 

165 

скиррозная форма 

0,48 

182 


приближалось к их количеству в непораженной слизистой обо- 
лочке и соединительной ткани гортани. При резко выраженном 
фиброзе стромы, т. е. скиррозных формах раковой опухоли, со- 
держание ингибиторов было незначительным. В раковых опухо- 
лях медуллярного строения, т. е. с незначительно выраженной 
соединительнотканной стромой, количество ингибиторов было 
близким к уровню, выявленному при скиррозных формах. В опу- 
холях с дегенеративными (дистрофическими) изменениями в 
строме, которые сопровождались выраженной воспалительной 
инфильтрацией, уровень ингибитора трипсина был выше, чем в 
случаях скиррозной и медуллярной форм. 

При изучении нейтральной протеиназы выявлено, что актив- 
ность ее в опухоли, независимо от состояния стромы, примерно 
одинакова и значительно выше, чем в слизистой оболочке и окру- 
жающей соединительной ткани (см. табл. 5). В участках слизи- 
стой оболочки, прилежащих к раковой опухоли, активность ней- 
тральной протеиназы была меньшей, чем в опухоли, тогда как 
величина ингибиторной активности превышала таковую в опу- 
холи, о чем уже говорилось ранее. В соединительной ткани, 
расположенной в отдалении от опухоли, отмечалось значительное 
уменьшение активности протеиназы и увеличение активности ин- 
гибиторов по сравнению с опухолью. 

Наряду с изучением протеолитических ферментов и их инги- 
биторов в ткани злокачественных новообразований гортани, 
большое внимание было уделено исследованию специфических 
антипротеиназ сыворотки крови у больных раком гортани 
(В. М. Лосицкая, 1971). Исследовалась способность сыворотки 
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Таблица 6. Содержание антипротеиназ и а 2 -МГ в сыворотке крови болы 
ных раком гортани (М+а^) 


Диагноз 

Антитрип- 

тическая 

активность, 

мкг/мл 

Р 

Антихимо- 
триптичес- 
кая актив- 
ность, 
мкг/мл 

Р 

а*-макро- 

глобулин, 

мкг/мл 

Р 

Рак гортани 

I — II стадия 

1678 ±78 

>0,05 

1254 ±204 

>0,05 

190 ±15 

<0,001 

III > 

20 1 9 ± 39 

<0,001 

1294 ±45 

<0,001 

187 ±7 

<0,001 

IV » 

2354 ±110 

<0,001 

— 


169 ±7 

<0,05 

Доноры 

1445±28 


1003 ±32 


122 ±5 



Примечание. Р вычислено по сравнению с соответствующими дан- 
ными в группе доноров. 


крови тормозить трипсин (антитриптическая активность) и хи- 
мотрипсин (антихимотриптическая активность). 

Из табл. 6 следует, что антитриптическая и антихимотрипти- 
ческая активность сыворотки крови у больных раком гортани 
повышена, причем степень увеличения уровня ингибиторов про- 
теиназ соответствует глубине процесса. После радикального уда- 
ления опухоли с благоприятным исходом содержание сыворо- 
точных ингибиторов протеиназ снижается до нормы. Повышенная 
в послеоперационном периоде концентрация ингибиторов протео- 
лиза указывает на неблагоприятный прогноз и возможность 
скрытого метастазирования. Следовательно, динамика активнос- 
ти ингибиторов протеиназ в процессе лечения может в известной 
степени быть показателем тяжести заболевания и эффективности 
лечения. 

Основная часть антитрипсина (90%) в сыворотке здоровых 
людей связана с си-глобулинами; с аг-глобулинами связано все- 
го 10% ингибитора (В. А. Белицер и соавт., 1967). Различий в 
распределении ингибиторов между ар и аг-глобулиновыми фрак- 
циями крови у больных раком гортани не выявлено (В. М. Ло- 
сицкая, 1971). 

Результаты изучения содержания а-МГ в сыворотке кро- 
ви больных раком гортани также приведены в табл. 6. Оно до- 
стоверно повышено у больных со всеми исследованными стадия- 
ми заболевания, но степень увеличения больше при начальных 
стадиях ракового процесса. 

Суммируя полученные данные о протеолитических ферментах 
и их ингибиторах в сыворотке крови и тканях злокачественных 
опухолей у больных раком гортани, можно заключить, что анти- 
протеолитическая активность сыворотки крови является важным 
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критерием, который характеризует тяжесть патологического 
процесса. 

На основании вышеизложенного можно предположить, что 
повышение уровня антипротеиназ сыворотки при новообразова- 
ниях является защитной реакцией организма в ответ на актива- 
цию протеолитических ферментов в опухолях. 

Обнаружив в ткани злокачественных опухолей гортани опре- 
деленные изменения активности «нейтральной» протеиназы и 
содержания ингибиторов протеолитических ферментов, В. М. Ло- 
сицкая (1973) провела сравнительное изучение их некоторых 
физико-химических свойств в норме и патологии. Активность 
«нейтральной» протеиназы исследовалась при разных значениях 
рН среды, температуры и в присутствии различных ингибиторов. 
Отмечено, что активность «нейтральной» протеиназы гомогена- 
тов опухолевой ткани гортани зависит от рН среды: при рН 4 
и 9 она наиболее низкая; оптимальная активность наблюдалась 
при значениях рН 6 — 7. 

В специальных исследованиях сравнивалась чувствительность 
«нейтральной» протеиназы опухолевой ткани и макроскопически 
неизмененной слизистой оболочки гортани к температурному 
воздействию (В. М. Лосицкая, 1973). Такие исследования при- 
влекают внимание потому, что при опухолевом росте появляются 
ферменты, однозначные по специфичности, но различающиеся по 
физико-химическим свойствам. Установлено, что ферментативная 
система, гидролизующая протамин при рН 7, 6, в обеих иссле- 
дуемых тканях гортани чувствительна к повышению температу- 
ры, причем с увеличением температуры падение активности фер- 
мента становится все более значительным (табл. 7). Однако 
при всех исследованных значениях температуры «нейтральная» 
протеиназа опухолевой ткани отличается большей термоста- 
бильностью по сравнению с соответствующим ферментом макро- 
скопически неизмененной слизистой оболочки. 

Исследование влияния естественных ингибиторов протеоли- 
тических ферментов из бобов сои и картофеля на активность 
«нейтральной» протеиназы гомогенатов тканей гортани показа- 
ло (см. табл. 7), что действие ее угнетается в присутствии этих 
веществ, однако величина и характер торможения в исследуе- 
мых тканях разные. Во-первых, «нейтральная» протеиназа обе- 
их исследуемых тканей более чувствительна к ингибитору из 
картофеля. Во-вторых, в ткани злокачественных опухолей ак- 
тивность фермента под действием обоих ингибиторов угнетается 
в меньшей степени, чем в непораженной слизистой оболочке. Не- 
одинаковую чувствительность протеиназы опухолевой ткани и 
макроскопически неизмененной слизистой оболочки гортани к 
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температурному воздействию и 
влиянию ингибиторов, по-види- 
мому, можно объяснить нали- 
чием в опухолевой ткани 
несколько иных по специфич- 
ности действия ферментов про- 
теолиза. 

Большое внимание также 
уделялось изучению качествен- 
ных особенностей антипротеи- 
наз сыворотки у больных ра- 
ком гортани (В. М. Лосицкая, 
1968). При сравнении величин 
температурной инактивации 
ингибиторов трипсина и химо- 
трипсина цельной сыворотки 
больных и доноров заметных 
изменений не выявлено. Одна- 
ко ингибиторы трипсина от- 
дельных электрофоретических фракций (си- и а 2 -глобулиновых) 
сыворотки крови больных раком гортани более стабильны к на- 
греванию по сравнению с ингибиторами соответствующих белко- 
вых фракций доноров. Ингибиторы протеолиза сыворотки крови 
больных раком гортани менее чувствительны и к различным зна- 
чениям рН среды. 

Механизм повышения устойчивости сывороточных ингибито- 
ров протеолиза у больных раком гортани к различным физико- 
химическим воздействиям неясен. Повышение стабильности мо- 
жет быть связано с возникновением при раке несколько иных 
форм белковых ингибиторов, обладающих, в частности, пони- 
женной способностью к тепловой коагуляции. 

Ферменты и ингибиторы опухолевой ткани являются вещест- 
вами более стойкими к различным воздействиям, например к по- 
вышению температуры, изменению рН среды и др. Повышенная 
стабильность этих компонентов в опухолевой ткани, по-видимо- 
му, является результатом усиления защитных механизмов в ра- 
ковых клетках, что необходимо для их самосохранения. В ткани 
злокачественных новообразований гортани другой фермент — 
ЛДГ — является более стойким к хранению, чем в макроскопи- 
чески неизмененной слизистой оболочке гортани: в экстрактах из 
ткани опухолей на 2-й день их хранения в холодильнике при 
4° С теряется 16% активности фермента и на 3-й — 25, а в экст- 
рактах из макроскопически неизмененной слизистой оболочки 
гортани — соответственно 32 и 43%. 


Таблица 7. Влияние температуры 
и ингибиторов на активность ней- 
тральной протеиназы тканей гортани 
при ее злокачественном поражении 
(М, в % торможения) 


Фактор 

Опу- 

холь 

Макроскопи- 
чески неизме- 
ненная слизис- 
тая оболочка 

Температура, 

°С 

50 

0 

14 

55 

33 

50 

60 

89 

100 

Ингибиторы 
(70—100 мкг) 
из бобов 
сои 

32 

47 

из карто- 
феля 

44 

63 
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Кроме суммарного протеолиза и его ингибиторов при раке 
гортани претерпевают изменения и другие системы протеолити- 
ческих ферментов. Так. Маіі и соавторы (1976) в сыворотке кро- 
ви больных раком гортани обнаружили значительное увеличе- 
ние фибринолитической активности и некоторое снижение 
интенсивности фибринолиза после радиотерапии. Уменьшение 
фибринолитической активности крови в случаях улучшения кли- 
нического состояния больных отмечалось чаще, чем когда улуч- 
шения состояния не наблюдалось. Другие авторы (Т. Е. Бров- 
ко, А. И. Кизим, 1969, 1971; А. И. Нестеров, 1969; А. М. Шевчен- 
ко, С. В. Меркулова, 1975; ГДкзіс, Ва1о§Ь, 1976) также отмечали 
увеличение фибринолитической активности крови у больных ра- 
ком гортани на фоне повышенной ее способности к коагуляции. 

Известно, что инвазия опухолей связана с распадом основ- 
ного структурного белка коллагена. В ткани раковых опухолей 
гортани фермент коллагеназа (клостридиопептидаза А, КФ 
3.4.4.19), расщепляющий этот белок, обладал значительно боль- 
шей активностью, чем в непораженной слизистой оболочке. Бо- 
лее высокая коллагеназная активность коррелировала с боль- 
шей агрессией рака гортани (АЬгашзоп и соавт., 1975; СЬеп§ 
СЬип Ниап§ и соавт., 1976). 

Предполагают, что в нарушении проницаемости клеток 
злокачественных опухолей и распространении опухолевых кле- 
ток по организму могут принимать участие кинины, в образова- 
нии и распаде которых участвуют протеолитические ферменты — 
кининогеназы и кининазы. Мы (О. П. Голобородько и соавт., 
1979) обнаружили в тканях гортани мощную систему кининраз- 
рушающих ферментов, а также активность кининогеназ. Однако 
существенных изменений этих показателей в раковых тканях 
гортани по сравнению с макроскопически неизмененной слизис- 
той оболочкой выявлено не было. 

Рак гортани вызывает также глубокие функциональные на- 
рушения в желудочно-кишечном тракте. Так, А. М. Макуха 
(1970) при данном заболевании обнаружил резкое снижение со- 
держания протеолитического фермента пепсина (КФ 3.4.23.1) в 
желудочном соке, причем с распространением опухоли пепсин- 
образующая функция желудка угнетается все больше. После 
ларингэктомии в ближайшем послеоперационном периоде ни у 
одного больного содержание пепсина не приблизилось к вели- 
чинам, принятым за норму. Пепсинобразующая функция у боль- 
ных, которым была произведена ларингэктомия, и в отдален- 
ном периоде остается угнетенной. 

При раке гортани нарушаются не только ферментативные 
системы, катализирующие расщепление белков, но и активность 
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ряда ферментов, участвующих в обмене отдельных аминокис- 
лот. В частности, активность глутаматдегидрогеназы (А-глута- 
мат: НАД-оксидоредуктаза, КФ 1.4. 1.2), катализирующей реак- 
цию, которая является связывающим звеном в обмене проме- 
жуточных продуктов метаболизма белков и цикла Кребса, в тка- 
ни злокачественных новообразований гортани возрастает почти 
в 3 раза по сравнению с непораженной слизистой оболочкой. 
Облучение вызывает снижение ферментативной активности в 
4 — 6 раз (Г. Г. Автандилов и соавт., 1972). В сыворотке крови 
больных раком гортани активность других ферментов аминокис- 
лотного обмена — аспартат-аминотрансферазы (А-аспартат: 
2-оксоглутарат-аминотрансфераза, КФ 2.6. 1.1) и аланинамино- 
трансферазы (А-аланин: 2-оксоглутарат-аминотрансфераза, КФ 
2.6. 1.2) — повышена незначительно или находится в пределах 
нормальных колебаний (Е. М. Небожина, 1968; Е. М. Грановс- 
кая, 1972). В эритроцитах крови больных раком гортани измене- 
ния активности этих ферментов были более выраженными: ак- 
тивность аспартат-аминотрансферазы возрастала в 1,8 раза, а 
аланинаминотрансферазы — в 2,5 раза (Е. М. Грановская, 1972; 
А. А. Сквирская и соавт., 1973). 

Нуклеазы и нуклеиновые кислоты 

Усиленный при малигнизации биосинтез белка, приводящий 
к росту злокачественных опухолей, является следствием нару- 
шения в бластоматозной ткани свойств и функционирования ну- 
клеиновых кислот. В связи с этим изучению обмена этих соеди- 
нений, обеспечивающих рост, развитие, дифференцировку кле- 
ток, передачу наследственной информации и закрепление 
наследственных признаков при злокачественных новообразова- 
ниях различных локализаций, уделяется много внимания. 

К. Н. Веремеенко и соавторы (1970) установили наличие 
определенных изменений нуклеинового обмена в ткани раковых 
опухолей гортани. Так, последние содержат более высокие ко- 
личества рибонуклеиновых кислот (26,8 мг%) по сравнению с 
макроскопически неизмененной слизистой оболочкой (15,4 мг%). 

Увеличение содержания рибонуклеиновых и дезоксирибону- 
клеиновых кислот в ткани злокачественных опухолей гортани 
отметили также и другие авторы (Е. 3. Мирошникова, А. А. Жир- 
нова, 1967; Г. М. Мнухина, 1967; 3. Д. Кицманюк, Г. И. Бахарева, 
1973). Значительно менее выражено возрастание количества 
нуклеиновых кислот в папилломах и тканях гортани при ограни- 
ченном хроническом гиперпластическом процессе (Е. 3. Мирош- 
никова, А. А. Жирнова, 1967; Г. М. Мнухина, 1967). Более дли- 
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тельно происходит синтез дезоксирибонуклеиновых кислот в 
тканях злокачественных опухолей гортани по сравнению с па- 
пилломами (РаЬгісапі, 1970). 

К. Н. Веремеенко и соавторы (1970) исследовали активность 
ферментов, деполимеризующих нуклеиновые кислоты, — дезо- 
ксирибонуклеазы (дезоксирибонуклеинат-3-нуклеотидгидролаза, 
КФ 3.1. 4. 6) и рибонуклеазы (рибонуклеинат-нуклеотидо-2-транс- 
фераза, КФ 3.1.4.23). Активность кислых нуклеаз в ткани 
злокачественных опухолей гортани была ниже, чем в макроско- 
пически неизмененной слизистой оболочке (соответствующие 
данные для рибонуклеазы равны 277 и 321 условных единиц, 
а для дезоксирибонуклеазы — 250 и 294 условных единиц). 

На основании полученных данных авторы предложили ис- 
пользовать экзогенные нуклеазы в терапевтических целях, осно- 
вываясь на том, что снижение количества нуклеиновых кислот 
в клетках опухолей может повлечь за собой замедление в них 
интенсивности синтеза белков, которые идут на увеличение их 
массы. Биохимические обоснования возможности терапевтичес- 
кого применения рибонуклеазы в комплексном лечении боль- 
ных раком гортани подробно изложены дальше. 

Облучение в первое время приводит к увеличению активности 
нуклеаз в раковых опухолях гортани (А. Ф. Карась, 1973), что, 
возможно, является одним из слагаемых терапевтического эф- 
фекта лучевой терапии. 

Изменения количества нуклеиновых кислот и активности фер- 
ментов их обмена в тканях злокачественных опухолей гортани 
не специфичны, так как содержание нуклеиновых кислот уве- 
личивается при раке различных локализаций. Однако с учетом 
клинического течения болезни и в совокупности с другими мето- 
дами исследования изучение этих показателей при раке ЛОРор- 
ганов можно использовать в качестве дополнительных диагнос- 
тических критериев. 

Ферменты обмена фосфора 

В литературе имеются также данные об изменениях актив- 
ности ферментов, участвующих в фосфорном обмене и катали- 
зирующих гидролитическое расщепление эфиров фосфорной 
кислоты, в жидкостях и тканях организма больного с опухолью. 
В крови больных раком ЛОРорганов изучалась активность 
щелочной (фосфогидролаза моноэфиров ортофосфорной кисло- 
ты, КФ 3.1. 3.1) и кислой (фосфогидролаза моноэфиров ортофос- 
форной кислоты, КФ 3. 1.3.2) фосфатаз. Как было установлено, 
показатели активности сывороточной щелочной фосфатазы при 
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раке гортани (Е. И. Митрофанова, 1965) и злокачественных опу- 
холях носа (ІзЬіі, 1972) не выходят за пределы нормы. В то же 
время, по данным Р. А. Казарьянца (1968), в лейкоцитах крови 
больных раком гортани ферментативная активность возрастает 
в среднем более чем в 3 раза; у больных доброкачественными 
опухолями и при благоприятном исходе ларингэктомии при вы- 
писке больных активность этого фермента находилать в преде- 
лах нормальных величин. 

Активность кислой фосфатазы в сыворотке крови больных 
раком гортани увеличивается по мере развития заболевания: 
при I стадии злокачественного процесса нарастание ее выраже- 
но в меньшей степени, чем при III стадии (Е. И. Митрофанова, 
1965). После комбинированного лечения при отсутствии рециди- 
вов и метастазов активность кислой фосфатазы сыворотки у 
большинства лиц снижается до нормальных величин, чего не 
наблюдается у больных с рецидивами опухолей и метастазами в 
лимфатические узлы шеи. СНегек и соавторы (1977) обнаружи- 
ли также повышение активности кислой фосфатазы в лимфоци- 
тах и нейтрофилах крови больных раком гортани. 

Таким образом, изменения активности кислой фосфатазы в 
сыворотке крови в динамике заболевания и лечения больных ра- 
ком гортани могут в известной степени служить показателем 
эффективности тех или иных методов терапии. Для ранней диаг- 
ностики этого заболевания определение активности сывороточ- 
ной кислой фосфатазы большого значения не имеет в связи с 
мало выраженным увеличением ферментативной активности при 
начальных стадиях болезни. 

Активность кислой фосфатазы в сыворотке крови не изменя- 
ется при злокачественных новообразованиях носа, но сильно 
увеличивается в ткани самих опухолей (ІзЫі, 1972). В то же вре- 
мя, по данным этого автора, активность щелочной фосфатазы 
в ткани злокачественных опухолей носа существенно не изме- 
няется. 

Из специфических фосфатаз при раке ЛОРорганов исследо- 
вали активность фермента АТФ-азы (АТФ-фосфогидролаза, КФ 
3.6. 1.3), участвующего в фосфоэнергетическом обмене (Е11е§аагс1 
и соавт., 1975). У большинства больных раком полости рта, 
глотки и гортани в лимфоцитах крови значительно увеличивает- 
ся активность этого фермента. При благоприятном исходе 
болезни после лечения активность лимфоцитарной АТФ-азы сни- 
жается, а при неблагоприятном — остается повышенной. Эти 
результаты позволили авторам предложить указанный биохими- 
ческий тест в качестве диагностического и прогностического. Ги- 
стохимические исследования активности АТФ-азы в тканях 
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злокачественных опухолей носа показали, что при данном забо- 
левании активность этого фермента не отличается от таковой в 
непораженной слизистой оболочке (ІзЬіі, 1972). 

Ферменты обмена липидов 

Большой интерес представляет изучение ферментов, участ- 
вующих в обмене липидов. Известно, что липиды являются со- 
ставными компонентами клеток и неклеточных структур, они 
участвуют в построении и функционировании многообразных 
биологических мембран, синтезе простагландинов и др. 

Обмен липидов в тканях злокачественных опухолей и крови 
больных раком гортани мало изучен. Однако имеются данные 
о том, что раковые опухоли гортани характеризуются значитель- 
ным содержанием липидов разнообразной химической структу- 
ры, которые представлены нейтральными липидами, фосфатида- 
ми, ацетальфосфатидами, ненасыщенными липидами, что, веро- 
ятно, связано с изменениями их метаболизма (Л. С. Сенченко, 
1974). Из ферментов, участвующих в обмене липидов, в ткани 
злокачественных новообразований гортани исследовали актив- 
ность глицерофосфатдегидрогеназы (Ь-глицерол-З-фосфат: (ак- 
цептор) -оксидоредуктаза, КФ 1.1.99.5). Реакция с участием гли- 
церофосфатдегидрогеназы служит промежуточным этапом, че- 
рез который продукты обмена глюкозы могут включаться в 
синтез липидов. Было показано, что активность цитоплазмати- 
ческой глицерофосфатдегидрогеназы увеличивалась в ткани ра- 
ковых опухолей гортани примерно в 4 раза, а митохондриаль- 
ной — снижалась на 15%. Полученные данные свидетельствуют 
о том, что в процессе малигнизации эпителия гортани наблюда- 
ется интенсификация липидного обмена, лучевое лечение вызы- 
вает снижение активности цитоплазматического фермента в 4 — 6 
раз по сравнению с необлученными опухолями и на Уз уменьше- 
ние активности митохондриальной глицерофосфатдегидрогена- 
зы (Г. Г. Автандилов, 1972). 

Развитие злокачественных новообразований ЛОРорганов 
сопровождается существенными нарушениями ряда ферментатив- 
ных систем как в ткани самих опухолей, так и в сыворотке кро- 
ви больных. Наиболее изученные из них могут быть использова- 
ны в качестве диагностических и прогностических тестов при 
данных заболеваниях. 

В связи с тем что получение крови технически более просто 
и менее травматично, чем взятие тканевой биопсии, главное зна- 
чение придается тем изменениям активности ферментов, которые 
наблюдаются в сыворотке крови больных раком ЛОРорганов. 
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При раке гортани диагностическое значение может иметь опре- 
деление активности сывороточного гликолитического фермента 
гексокиназы. Содержание сывороточных ингибиторов протеоли- 
за может быть показателем тяжести заболевания и эффектив- 
ности лечения. Для диагностики рака гортани можно рекомен- 
довать определение в сыворотке крови ингибитора протеолити- 
ческих ферментов — аг-МГ, количество которого больше 
повышается при начальных стадиях заболевания. В качестве 
дополнительного диагностического критерия можно использо- 
вать определение активности кислой фосфатазы в сыворотке 
крови больных раком гортани. Важную информацию о природе 
опухолевого процесса может дать определение в ткани раковых 
опухолей и крови больных раком гортани активности протеиназ 
и их ингибиторов, а также содержания нуклеиновых кислот и 
ферментов, участвующих в их катаболизме. 

Из ферментов, активность которых в тканях злокачественных 
опухолей отличается от таковой в макроскопически неизменен- 
ной слизистой оболочке, наибольшее диагностическое и диффе- 
ренциально-диагностическое значение имеет ЛДГ. Повышение 
активности этого фермента обнаружено в ткани злокачественных 
опухолей гортани различными методами исследования. Для 
определения активности ЛДГ описанным нами биохимическим 
методом можно использовать биоптаты тканей и требуется всего 
2 — 3 ч. Исследование активности лактатдегидрогеназы в раст- 
воримой фракции опухолевой ткани может в значительной сте- 
пени дополнить методы ранней диагностики рака гортани и дол- 
жно шире внедряться в ЛОРонкологию. 

ФЕРМЕНТЫ В ДИАГНОСТИКЕ И ПАТОГЕНЕЗЕ 

ХРОНИЧЕСКИХ ТОНЗИЛЛИТОВ 

Несмотря на многолетние исследования физиологии и пато- 
логии лимфоглоточного кольца, проблема тонзиллитов занимает 
одно из ведущих мест в отоларингологической науке и практике. 
Заболеваемость населения хроническим тонзиллитом высокая в 
разных возрастных группах. По статистическим обобщенным 
данным, в нашей стране им страдает 3 — 4% населения 
(Н. А. Преображенский, 1972). 

Патология нёбных миндалин за последнее десятилетие изуча- 
лась в разных направлениях. Достигнуты значительные успехи 
в диагностике и методах лечения, однако главный аспект этой 
проблемы — этиология и патогенез хронического тонзиллита — в 
настоящее время еше окончательно не выяснен. Важное место 
в формировании патологических сдвигов в лимфоглоточном 
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кольце отводится местным процессам, связанным с нарушением 
метаболизма, характер и специфика которого зависят от глуби- 
ны, степени выраженности воспалительных реакций. 

Нёбные миндалины являются активно функционирующим ор- 
ганом, участвующим в различных видах обмена: белковом, 
углеводном, липидном и др. В настоящее время имеются основа- 
ния считать, что основные стороны метаболизма органов и тка- 
ней, в том числе и нёбных миндалин, определяются набором 
ферментов, их специфичностью и высокой каталитической актив- 
ностью. Поэтому знание особенностей ферментативных систем 
миндаликовой ткани в норме и патологии необходимо для рас- 
шифровки патогенеза, диагностики и оценки клинических про- 
явлений хронического тонзиллита. 

Ферменты протеолиза при хроническом тонзиллите 

При выяснении биологических особенностей лимфоэпители- 
альной ткани нёбных миндалин и механизмов, лежащих в основе 
их патологии, заслуживают особого внимания материалы, ка- 
сающиеся изучения энзиматических систем, в частности фермен- 
тов системы протеолиза, которой отводится первостепенная 
роль в физиологии и патологии организма. Эта группа фермен- 
тов, наряду с участием в катаболизме белков, играет важную 
роль во многих жизненно важных процессах: свертывании кро- 
ви, фибринолизе, иммунозащитных реакциях и др. 

В последние годы расширилось представление о физиологи- 
ческом значении ферментов системы протеолиза. Показано их 
участие в реакциях ограниченного протеолиза с образованием 
биологически активных веществ — ферментов, гормонов, био- 
пептидов, а также в поддержании постоянного ионного баланса 
тканей и жидкостей, барьерной регуляции биологических мем- 
бран кровеносных сосудов и тканей. 

Согласно последним данным, активирующее влияние гормо- 
нов на аденилциклазную систему осуществляется посредством 
протеиназы, связанной с мембранами клетки (КісЬегі, Куап, 
1977 ). 

В условиях патологии протеиназы могут выступать как ме- 
диаторы воспаления. Они проявляют свое протеолитическое дей- 
ствие либо непосредственно, влияя на белки клеточных струк- 
тур, сосуды, либо косвенным путем, посредством образования 
важнейших медиаторов, в частности вазоактивных полипепти- 
дов — кининов. Физиологическое значение последних связано с 
регуляцией местного кровотока и капиллярной проницаемости. 
При патологии, когда создаются условия для избыточного их 


31 


образования, вследствие активации кининогеназ биопептиды 
могут быть ответственными за развитие воспалительных реак- 
ций, усиление эмиграции лейкоцитов, повышение сосудистой и 
тканевой проницаемости, появление отека, боли, деструкции 
тканей, т. е. могут вызывать те типичные признаки, которые 
характерны для патологии нёбных миндалин при остром и хро- 
ническом тонзиллите (М. С. Суровикина, 1971, К. Н. Веремеен- 
ко, 1977, и др.) 

Вышеприведенные сведения теоретически обосновывают важ- 
ность исследования протеолитических ферментов в нёбных 
миндалинах. 

Протеиназы нёбных миндалин. В настоящее время мы рас- 
полагаем данными, указывающими на наличие протеолитичес- 
ких ферментов в нёбных миндалинах, которые проявляют ка- 
талитическую функцию при различных значениях рН среды. 

Н. Г. Гефен (1966) приводит данные о наличии в миндали- 
нах больных хроническим тонзиллитом катепсинов, которые в 
кислой среде (рН 3,5) способны гидролизовать гемоглобин. Вы- 
явленная активность приблизительно равнялась уровню актив- 
ности катепсинов белого вещества головного мозга, была не- 
сколько выше, чем в мышечной ткани, но ниже активности 
протеиназ тканей селезенки и печени. Не выявлено существен- 
ных различий в ферментативной активности в зависимости от 
клинической формы заболевания, но отмечены значительные 
колебания по возрастным группам и тенденция к снижению ак- 
тивности фермента по мере отягощения патологического про- 
цесса в нёбных миндалинах и общей клинической картины забо- 
левания. Автор отмечает, что интенсивность катаболических 
процессов в миндаликовой ткани взрослых больных ниже, что, 
по-видимому, связано с ослаблением ферментативной активности 
кислых катепсинов. У детей, страдающих хроническим тонзил- 
литом, частое и активное проявление местной воспалительной 
реакции в нёбных миндалинах характеризуется выраженным по- 
вышением активности катепсинов. Можно предположить, что 
одним из факторов биологической перестройки миндаликовой 
ткани, сопровождающейся ослаблением очаговой воспалитель- 
ной реакции с возрастом, может быть нарушение метаболических 
процессов, связанных с участием протеиназ, когда проявление 
иммунозащитных свойств при хроническом тонзиллите протекает 
без резко выраженного воспаления. 

Ряд авторов изучили некоторые физико-химические свойства 
кислых протеиназ. Согласно Зазакі, КоЬе (1972), катепсинопо- 
добные ферменты тонзилл имеют оптимум рН 3 — 4 и по своей 
природе близки к катепсину Д, активируются цистеином, рези- 
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стентны к трасилолу и этилен-диамин-тетраацетату (ЭДТА), ин- 
гибируются амидометил-циклогексан-карбоновой кислотой. 

В последние годы изучаются функциональные свойства лим- 
фоцитов тонзилл в норме и патологии, их роль в иммунобиоло- 
гических процессах, антибактериальном иммунитете, синтезе 
иммуноглобулинов и образовании антител. Для расшифровки 
особенностей метаболизма лимфоцитов, а также механизмов, ле- 
жащих в основе их иммунозащитных свойств, значительный ин- 
терес представляет изучение специфики обмена веществ. 

В работах К. Н. Веремеенко, Л. И. Волохонской (1976, 1977) 
проведено изучение кислых протеиназ с широкой и ограничен- 
ной субстратной специфичностью в гомогенатах и субклеточных 
структурах лимфоцитов, полученных из нёбных миндалин боль- 
ных хроническим тонзиллитом с различными клиническими про- 
явлениями этого заболевания (табл. 8, 9). 

Субклеточные фракции получали путем дифференциального 
центрифугирования гомогенатов лимфоцитов в изотоническом 
растворе сахарозы (0,25 М), соответственно условиям осаждения 
обозначались как ядерная фракция (700д, 10 мин), митохондри- 
альная (6000§, 15 мин), лизосомальная (21 000§, 15 мин) и раст- 
воримая. 

Как видно из табл. 8, в гомогенатах и субклеточных фрак- 
циях лимфоцитов содержатся кислые протеиназы с оптимумом 
действия при рН 3,5. Наиболее высокая активность фермента 
выявлена в растворимой фракции, самая низкая — в ядерной. 
Активность кислых проте- 

Таблица 8. Активность кислых протеиназ 
в гомогенатах и субклеточных фракциях 
лимфоцитов нёбных миндалин больных 
хроническим тонзиллитом (М+т) 


иназ в лизосомальнои и 
митохондриальной фрак- 
циях была практически 
одинаковой. Отмечено по- 
вышение катептической 
активности субклеточных 
фракций в зависимости от 
степени проявления пато- 
логического процесса в 
миндаликовой ткани. 

У больных с декомпен- 
сированной формой тон- 
зиллита, у которых кроме 
периодических ангин (5 — 
7 раз в году) наблюда- 
лись в анамнезе паратон- 
зиллиты и симптомы 
тонзиллогенной интокси- 


Объект 

Удельная активность, 
мкг тирозина/мин 

исследования 

(фракции) 

Субкомпенси- 

рованная 

форма 

Декомпенси- 

рованная 

форма 

Ядерная 

1,3 ±0,23 

1,7 ±0,39 

Митохондри- 

альная 

2,3 ±0,49 

2,0 ±0,66 

Лизосомаль- 

ная 

2,0 ±0,29 

2,3 ±0,56 

Растворимая 

4,1 ±0,43 

4,8± 1,01 

Гомогенат 

2,3 ±0,15 

3,0 ±0,81 


2 635 
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Фракция 

Субкомп ен- 
сированная 
форма 

Декомпен- 

сированная 

форма 

Ядерная 

63,8 

96,0 

Митохондриаль- 

ная 

60,0 

87,0 

Лизосомальная 

92,0 

71,0 

Растворимая 

28,0 

24,2 

Гомогенат 

29,4 

32,0 


Таблица 9. Удельная активность кис- кации (субфебрилитет, боли 
лых кининогеназ (нг брадикинина/ч) в в области сердца, суставах И 
субклеточных фракциях лимфоцитов _ ч , г ^ 

нёбных миндалин больных хроническим ДР-)> существенно повыша- 
тонзиллитом лась активность кислых про- 

теиназ во всех субклеточных 
фракциях лимфоцитов, за 
исключением митохондри- 
альной. 

В специальных опытах с 
применением биологического 
теста показано, что интакт- 
ные лимфоциты, их гомоге- 
наты, а также субклеточные 
структуры содержат специ- 
фические протеиназы, об- 
разующие кинины из ки- 
ниногена в кислой среде 
с максимальным проявлением активности при рН 3,0. На- 
иболее высокая ферментативная активность присуща ядерной и 
лизосомальной фракциям, незначительная (около 15 — 20% всей 
активности) — растворимой фракции (табл. 9). Эти данные со- 
впадают с результатами, полученными Еп^іегпап и ОгеепЬаиш 
(1971) для лимфоцитов крови. Авторы установили, что основная 
активность кининобразующих ферментов сконцентрирована в 
лизосомальной и ядерно-мембранной фракциях лимфоцитов. 

При усилении воспалительного процесса повышалась актив- 
ность этих ферментов в ядерной и митохондриальной фракциях, 
снижалась — в лизосомальной фракции. Увеличение активности 
кининогеназ в ядерной и митохондриальной фракциях лимфо- 
цитов тонзилл больных с декомпенсированной формой заболе- 
вания, вероятно, может быть обусловлено переходом их из дру- 
гих субклеточных структур, в частности лизосом, барьерная 
функция которых нарушается в условиях воспаления. 

На основании представленных сведений можно предполо- 
жить, что в условиях усиления патологического процесса в оча- 
ге воспаления значительную роль в поддержании функциональ- 
ных возможностей нёбных миндалин, по-видимому, играют про- 
теолитические ферменты, проявляющие свои действия в кислой 
среде. 

Согласно данным последних лет, важную роль во многих про- 
цессах жизнедеятельности организма играют активные в ней- 
тральной среде тканевые протеолитические ферменты, которые 
участвуют в образовании биопептидов (кининов, ангиотензинов 
и др.), превращении фибриногена в фибрин, проколлагена в 
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коллаген и др. Эта группа ферментов не была изучена в нёбных 
миндалинах. Значительный вклад в изучение нейтральных про- 
теиназ в миндаликовой ткани внесли экспериментальные и кли- 
нические исследования, выполненные сотрудниками лаборатории 
биохимии Киевского НИИ отоларингологии. 

А. И. Кизим, О. Ф. Мельников (1972, 1974) показали, что в 
условиях экспериментального стрептококкового тонзиллита в 
тканях нёбных миндалин собак наблюдается активация системы 
нейтральных протеиназ, о чем свидетельствует достоверное по- 
вышение протаминрасщепляющей активности, БАЭЭ-эстеразной 
активности и усиление каталитической способности гидролиза 
субстрата гиппурил-Б-лизина (ГЛ) гомогенатами миндаликовой 
ткани. 

К. Н. Веремеенко и соавторы (1972, 1974, 1978) установили, 
что гомогенаты тонзилл больных обладают значительной про- 
теолитической активностью по отношению ко многим естествен- 
ным и синтетическим субстратам: протаминсульфату, казеину, 
М-бензол-ОБ-аргинин-пара-нитроанилиду (БАПНА), ГФбензонл- 
Б-аргининэтиловому эфиру (БАЭЭ), ГЛ. Причем у больных с 
декомпенсированной формой заболевания, по сравнению с суб- 
компенсированной, изменения в активности нейтральных протеи- 
наз в тканях тонзилл имели более выраженный характер, о чем 
свидетельствует значительное повышение общей ПРА. Кроме то- 
го, в тканях нёбных миндалин больных хроническим тонзиллитом 
с различной давностью заболевания выявлена определенная на- 
правленность изменений в активности протеиназ, функциониру- 
ющих при слабощелочном значении рН среды. 

При длительном заболевании хроническим тонзиллитом (6 — 
15 лет) отмечено нарастание протеолитической активности при 
использовании всех субстратов по сравнению с данными, уста- 
новленными у больных с давностью заболевания 1 — 5 лет. Оче- 
видно, в условиях длительного воспалительного процесса в нёб- 
ных миндалинах происходит активация энзиматической системы 
протеолиза (в аэробных условиях). При затяжном течении хро- 
нического тонзиллита (свыше 15 лет) активность протеиназ, 
функционирующих в слабощелочной среде, падает, что, вероят- 
но, обусловлено дистрофическими изменениями, нарушениями 
дифференцировки клеток, антителообразования, фагоцитоза, а 
также замещением активной лимфоидной ткани соединительной, 
значительно менее активной в метаболическом отношении. 

Исследовалась также активность нейтральных протеиназ в 
лимфоцитах и их распределение в субклеточных структурах. 
Гомогенаты лимфоцитов и их субклеточные структуры при фи- 
зиологических рН (7,2 — 7,5) обладали высокой протеолитиче- 
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Таблица 10. Протаминрасщепляющая активность в гомогенатах и субкле- 
точных фракциях лимфоцитов нёбных миндалин больных хроническим тонзил- 
литом (М+т) 



Удельная активность, нмоль аргинина/мин 

Объект исследования 
(фракции) 

Субкомпенси- 

рованная 

форма 

Декомпенсированная 

форма 

Ядерная 

6,0 ±1,06 

20,1 ±2,40 

Р< 0,001 

Митохондриальная 

15,0 ±2,47 

2 1,0 ±6, 45 

Р< 0,5 

Лизосомальная 

16,0±2,18 

28,5 ±3,45 

Р<0,01 

Растворимая 

12,1 ±2,06 

31,1 ±5,07 

Р< 0,001 

Гомогенат 

10,1 ±4,30 

23,0±2,27 

Р< 0,001 


ской активностью в отношении белковых и низкомолекулярных 
синтетических субстратов. 

Максимальные значения ПРА характерны для лизосомаль- 
ной фракции, наименьшие — для ядерных структур. Выявлены 
отличия в обшей активности нейтральных протеиназ лимфоцитов 
у больных с различными клиническими формами заболевания 
(табл. 10). У лиц с декомпенсированной формой тонзиллита 
обнаружено статистически достоверное нарастание ПРА в цель- 
ном гомогенате, ядерной, лизосомальной и растворимой фрак- 
циях по сравнению с соответствующими фракциями лимфоци- 
тов, выделенных из нёбных миндалин больных с субкомпенсиро- 
ванной формой заболевания. 

Значительное нарастание в 2,6 раза ПРА в растворимой 
фракции лимфоцитов миндаликовой ткани больных с декомпен- 
сированной формой заболевания, по-видимому, является след- 
ствием повреждения лизосомальных мембран и изменения мор- 
фологических структур митохондрий, на что указывают В. И. Ан- 
дрейченко, Л. П. Калиновская (1974). 

Сравнивая активность нейтральных протеиназ в лимфоидных 
клетках больных ангинами в различные сроки после произве- 
денной тонзиллэктомии, К- Н. Веремеенко и соавторы (1976) 
обнаружили, что уровень ПРА был тем выше, чем короче про- 
межуток времени между острым воспалением и оперативным 
вмешательством. 

О важности нейтральных протеиназ в общем метаболизме 
нёбных миндалин свидетельствует тот факт, что их активность 
значительно превышает таковую других лимфоидных органов и 
тканей — селезенки, лимфоузлов (Э. В. Гюллинг, А. И. Кизим, 
1974). 
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Следовательно, нейтраль- 
ные протеиназы присутству- 
ют практически во всех 
структурных компонентах 
лимфоцитов, хотя максимум 
их активности выявлен в ли- 
зосомах и митохондриях 
(К. Н. Веремеенко, Л. И. Во- 
лохонская, 1972, 1978). 

Согласно нашим и ли- 
тературным данным 

(В. И. Шведова, 1977), вы- 
сокая удельная активность 
нейтральных протеиназ в ря- 
де органов присуща как ли- 
зосомальной, так и митохон- 
дриальной фракциям, в кото- 
рых протекает основной 
биоэнергетический про- 
цесс — терминальное окисление. Эти сведения указывают не 
только на интенсивность белкового метаболизма митохондрий, 
но и на взаимосвязь биологического окисления и протеолиза. 

Для идентификации нейтральных протеиназ лимфоцитов тон- 
змлл, которые, вероятно, представляют сумму эндо- и экзопепти- 
даз, были использованы низкомолекулярные синтетические суб- 
страты: БАЭЭ, БАПНА и 
ГЛ. 

Протеиназы гомогена- 
тов и субклеточных струк- 
тур лимфоидных клеток 
тонзилл интенсивно рас- 
щепляли БАЭЭ и очень 
слабо БАПНА — специ- 
фический субстрат трип- 
сина (табл. 11, 12). Ско- 
рость гидролиза субстра- 
та БАЭЭ отдельными 
фракциями лимфоцитов 
была неодинакова: лизо- 
сомальная фракция рас- 
щепляла БАЭЭ с наиболь- 
шей скоростью, ее удель- 
ная активность в 2 раза 
превышала показатели 


Таблица 12. Расщепление БАПНА го- 
могенатами и субклеточными структурами, 
лимфоцитов нёбных миндалин больных хро- 
ническим тонзиллитом (М+т) 


Объект 

Удельная активность, нмоль 
паранитроанилина/мин 

исследований 

(фракции) 

Субкомпенси- 

рованная 

форма 

Декомпенси- 

рованная 

форма 

Ядерная 

0,20±0,0І 

0,35 ±0,04 

Митохондри- 
а льна я 

0,41 ±0,07 

0,43±0,07 

Лизосомаль- 

ная 

0,35 ±0,08 

0,48 ±0,05 

Растворимая 

0,33+0,05 

0,46 ±0,06 

Гомогенат 

0,25 ±0,03 

0,30 ±0,04 


Таблица 11. БАЭЭ-эстеразная актив- 
ность гомогенатов и субклеточных фрак- 
ций лимфоцитов нёбных тонзилл больных 
хроническим тонзиллитом (М+т) 


Оъект 

Удельная активность, 
нмоль бензоил-аргини- 
на/мин 

исследования 

(фракции) 

Субкомпен- 

сированная 

форма 

Декомпенси- 

рованная 

форма 

Ядерная 

450 ±53,3 

540 ±53,7 

Митохондри- 

альная 

700±83,1 

740±43,8 

Лизосомаль- 

ная 

850 ±76,7 

1100± 104,2 

Растворимая 

750±1 1 1,6 

580±69,2 

Гомогенат 

380 ±39,1 

280 ±34,1 
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Таблица 13. Удельная активность 
нейтральных кининогеназ (нг брадики- 
нина/ч) в субклеточных фракциях и го- 
могенатах лимфоцитов тонзилл больных 
хроническим тонзиллитом 


Объект 

исследования 

(фракции) 

Субкомпен- 

сированная 

форма 

Декомпен- 

сированная 

форма 

Ядерная 

63,0 

110,0 

Митохондриаль- 

ная 

93,0 

102,0 

Лизосомальная 

108,0 

72,6 

Растворимая 

13,0 

18,0 

Гомогенат 

15,0 

24,6 


ядерной фракции и почти в 
3 раза — гомогената. Фрак- 
ции ядер, митохондрий и ли- 
зосом нёбных миндалин 
больных с декомпенсирован- 
ной формой обладали более 
повышенной способностью 
расщеплять БАЭЭ, чем ана- 
логичные фракции лимфоци- 
тов тонзилл больных с суб- 
компенсированной формой 
хронического тонзиллита. 

Трасилол — поливалент- 
ный ингибитор протеиназ, в 
концентрациях 100 — 200 

КИЕ в пробе угнетает БАЭЭ- 
эстеразную активность, при- 
чем степень торможения для различных образцов лимфоидных 
клеток неодинакова и составляет от 15% до 50% исходной 
активности. 

Полученные данные позволили предположить, что выявлен- 
ные протеиназы лимфоцитов по специфичности близки к энзи- 
мам типа плазменных калликреинов, катализирующих образова- 
ние активных веществ — кининов. Это послужило основанием 
для проведения исследований ферментов, вызывающих образо- 
вание и распад кининов. Было установлено, что гомогенаты и 
субклеточные фракции лимфоцитов содержат ферменты, катали- 
зирующие расщепление кинийогена в слабощелочной зоне (табл. 
13), проявляющие максимальную активность при рН 7,5. Мак- 
симальная активность нейтральных кининогеназ выявлена в 
лизосомальной, митохондриалдщой и ядерной фракциях и незна- 
чительная — в растворимой фракции, показатель которой состав- 
лял в среднем около 15% общей активности. Выявлена корреля- 
ционная зависимость активности кининогеназ от клинической 
формы заболевания. 

Проведено сравнительное изучение чувствительности кинино- 
геназ, функционирующих в кислой и слабощелочной среде, к ин- 
гибиторам протеолитических ферментов. Установлено, что инги- 
биторы протеиназ искусственного и природного происхождения 
по-разному влияют на кининогеназную активность лимфоидных 
клеток тонзилл (табл. 14). Синтетический ингибитор потеиназ 
в -аминокапроновая кислота (е-АКК) не оказывает ингибирую- 
щего эффекта на «кислые» кининогеназы и очень слабо тормозит 
«нейтральные» кининобразующие ферменты гомогенатов лим- 
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Таблица 14. Влияние ингибиторов протеиназ на кининогеназную актив- 
ность гомогенатов и субклеточных фракций лимфоцитов нёбных миндалин 
больных хроническим тонзиллитом 


Объект 

исследования 

(фракции) 

Исход- 

Оставшаяся активность фермента в % от исходной, принятой 
за 100%, при действии ингибиторов протеиназ 

ная 

актив- 

ность, 

% 

соевый инги- 
битор 
трипсина 

овомукоид 

-контрикал 

8- АКК 



рН 7,6 

рН 3,0 

рН 7.6 

рН 3,0 

рН 7,6 

рН 3.0 

рН 7,6 

рН 3,0 

Ядерная 

100 

37 

78 

60 

80 

30 

— 

73 

84 

Митохондри- 

альная 

100 

30 

62 

59 

67 

25 

— 

76 

100 

Лизосомаль- 

ная 

100 

28 

64 

76 

69 

81 



93 

98 

Растворимая 

100 

52 

74 

38 

97 

55 

— 

89 

95 

Гомогенат 

100 

55 

59 

87 

63 

61 

— 

86 

91 


фоцитов и их отдельных субклеточных фракций. Контрикал вы- 
зывает торможение «нейтральных» кининогеназ, соответствую- 
щих фракций лимфоцитов в среднем на 40 — 70%, однако 
«кислые» кининобразующие ферменты резистентны к нему. 
Соевый ингибитор трипсина (СИТ) действует на «нейральные» 
кининобразующие энзимы аналогично контрикалу. Он вызывает 
также незначительное торможение и кислых кининогеназ. Ово- 
мукоид угнетает действие кислых и «нейтральных» кининобра- 
зующих ферментов лимфоцитов и их структурных компонентов, 
но его ингибирующий эффект ниже, чем СИТ и контрикала. 

Обнаруженная местная активация системы протеолиза не- 
посредственно в миндаликовой ткани может служить предпо- 
сылкой к проведению исследований, направленных на выяснение 
возможности применения ингибиторов протеолиза в комплексной 
терапии хронических тонзиллитов. 

К. Н. Веремеенко и соавторы (1977) провели исследования 
по выявлению в тонзиллах ферментов, катализирующих расще- 
пление кининов. Активность кининрасщепляющих ферментов 
изучали при использовании брадикинина и ГЛ. Оптимум ак- 
тивности фермента находился при слабощелочном значении рН 
(7,4). С целью выяснения природы фермента, его связи с кле- 
точными структурами изучена внутриклеточная локализация 
кининазы в лимфоцитах, выделенных из нёбных миндалин 32 
больных хроническим тонзиллитом (табл. 15). При использова- 
нии брадикина кининазная активность определялась во всех 
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Таблица 15. Удельная активность кининразрушающего фермента в гомо- 
генатах и субклеточных фракциях лимфоцитов нёбных миндалин больных 
хроническим тонзиллитом 




Лг брадикинина/ч 


Нмоль гиппурил-Ь-лизина/ч 

Форма 

тонзиллита 

Гомо- 

генат 

Раст- 

вори- 

мая 

Ядер- 

ная 

Мито- 

хонд- 

риаль- 

ная 

Лизо- 

сома- 

льная 

Гомо- 

генат 

Раст- 

вори- 

мая 

Ядер- 

ная 

Мито- 

хонд- 

риаль- 

ная 

Лизо- 
сома - 
льная 

Субкомпен- 

сированная 

978 

2700 

804 

780 

807 

15,0 

90,0 

38,4 

69,0 

33,0 

Декомпен- 

сированная 

864 

1800 

918 

960 

910 

12,6 

72,0 

36,0 

66,0 

32,4 


фракциях, она была максимальной в растворимой фракции, по- 
чти в 3 раза превышала соответствующие показатели активности 
фермента ядерной, митохондриальной и лизосомальной фракций. 
ГЛ расщепляется с наибольшей скоростью растворимой и ми- 
тохондриальной фракциями. Показано, что фермент лимфоци- 
тов, участвующий в инактивации кининов, по физико-химичес- 
ким свойствам (оптимум рН, субстратной специфичности) отли- 
чается от кининазы лейкоцитов крови и экссудатов и близок к 
сывороточной карбоксипептидазе N. отщепляющей І\!-концевой 
аргинин в молекуле брадикинина и лизин в низкомолекулярном 
субстрате ГЛ (Егббз, 1971), Кининразрушающий фермент чув- 
ствителен к действию ЭДТА, температурному воздействию и 
влиянию ионов тяжелых металлов Си++, 2п++, которые при со- 
ответствующих концентрациях полностью ингибируют его фер- 
ментативную активность, проявляющуюся по отношению к ки- 
нинам. 

Более низкие значения активности кининазы в растворимой 
фракции лимфоцитов нёбных миндалин определялись у больных 
с декомпенсированной формой заболевания. В среднем ее актив- 
ность понижалась на 30% по отношению к субстрату брадики- 
нину и на 20% при использовании ГЛ в сравнении с соответству- 
ющими показателями, установленными у больных с субкомпен- 
сированной формой хронического тонзиллита. 

Выявленные нарушения активности ферментов протеолиза и 
кининовой системы в нёбных миндалинах при хроническом 
тонзиллите можно рассматривать как патогенетические звенья, 
их следует учитывать при разработке терапии хронического 
тонзиллита. 

Ферменты протеолиза, кининовой системы в крови. Измене- 
ния в системе протеолиза в нёбных миндалинах и их структур- 
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Таблица 16. Показатели общего протеолиза в сыворотке крови больных 
хроническим тонзиллитом до и после тонзиллэктомии (ЛІ+т) 


Форма 

заболевания 

ПРА. 

нмоль аргинина/ 
(мин - 100мл) 

БАЭЭ-эстеразная 
активность, 
нмоль бензоил- 
аргинина/(минмл) 

Общая антипро- 
теолитическая 
активность, 
мкг/мл 

Субкомленси- 




рованная 




до операции 

6,1 ±0,3 

395±37 

2 1 1 8 ± 104 


Р>0,2 

Р>0,1 

Р<0,05 

после операции 

6,0 +0,3 

338 ±45 

— 


Рі>0,5 

Рі>0,5 


Декомпенсиро- 




ванная 




до операции 

7,4 ±0,5 

340± 105 

2177± 108 


Р<0,01 

— 

Р<0,02 

после операции 

6,7 ±0,5 

420 ±95 

— 


Рі > 0,2 

Р,>0,2 


Здоровые люди 

5,7 ±0,3 

340 ±10 

1812±90 


Примечание. Р — различие между группами больных и доноров; 
Р] — между группами больных до и после операции. 


ных компонентах — лимфоцитах при хроническом тонзиллите мо- 
гут найти отражение в показателях активности энзимов протео- 
лиза крови и других биологических жидкостей. 

В связи с этим перспективными представляются исследования 
ферментов системы общего и специфического протеолиза в пе- 
риферической крови больных. 

К. Н. Веремеенко и соавторы (1973, 1974) исследовали об- 
щую протеолитическую активность с использованием субстра- 
тов протамина и БАЭЭ, активность кининобразующих и кинин- 
устраняющих ферментов, содержание неактивного предшествен- 
ника кининов — кининогена, а также ингибиторов протеиназ в 
крови больных с различными формами хронического тонзилли- 
та до и после тонзиллэктомии (табл. 16, 17). 

Как видно из табл. 16, уровень общей ПРА в сыворотке кро- 
ви больных с субкомпенсированной формой заболевания не 
изменяется, а у больных с декомпенсированной формой тонзил- 
лита значительно повышается. БАЭЭ-эстеразная активность сы- 
воротки крови, характеризующая суммарную активность про- 
теиназ трипсиназного типа, у больных при субкомпенсированной 
форме заболевания повышается незначительно. Отмечено стати- 
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Таблица 17. Изменения компонентов кининовой системы в крови боль- 
ных хроническим тонзиллитом до и после тонзиллэктомии (М+т) 


Форма 

заболевания 

Активность 
калликреина, 
нмоль бен- 
зоил-аргинина/ 
(мин мл 
плазмы) 

Кининазная 
активность, 
нмоль гиппу- 
ровой кислоты/ 
(мин-мл 
плазмы) 

Содержание 

кининогена, 

мкг/мл 

сыворотки 

Содержание 
а 2 -макроглсбу- 
лина, мг% 

Субкомпен- 

сированная 





до операции 

55 ±7,8 

Р < 0,00 1 

362 ±36 

Р < 0,05 

2,4 ±0,4 
Р< 0,001 

390 ±23 

Р< 0,001 

после 

38±4,2 

330 ±34 

5,2 ±0,7 

374 ±5,0 

операции 

Декомпенси- 

рованная 

Р х <0,05 

Р х >0,5 

Р,<0,01 

Р х < 0,001 

до операции 

74 ±25 

Р < 0,05 

252 ±29 
Р>0,2 

2,5 ±0,4 

Р< 0,001 

347 ±53 

Р < 0,05 

после 

53 ±3,0 

298 ±76 

5,9 ±1,1 

3 1 7 ± 29 

операции 

Рі>0,2 

Р х >0,5 

Р 1 <0,01 

Р,>0,5 

Здоровые 

люди 

24 ±2,0 

290 ±16 

3,5 ±0,5 

250 ±9,0 


Примечание. Р — различие между группами больных и доноров; 
Рі — между группами больных до и после тонзиллэктомии. 


стически достоверное повышение антипротеолитической актив- 
ности в сыворотке крови больных хроническим тонзиллитом по 
сравнению с соответствующими данными у практически здоро- 
вых лиц. 

При изучении ферментов кининовой системы в крови боль- 
ных при данной патологии (табл. 17) у обследованных до лече- 
ния активность калликреина значительно повышена, в особен- 
ности при декомпенсированной форме заболевания. Нарастание 
активности калликреина сопровождается падением уровня ки- 
ниногена, что свидетельствует об активации кининовой системы 
плазмы крови при хроническом тонзиллите. 

Известно, что кинины в организме быстро инактивируются 
благодаря наличию специфических кининустраняющих фермен- 
тов — кининаз, определение которых дает ценную информацию 
о процессах разрушения биополипептидов — кининов. Пониже- 
ние активности кининазы наблюдалось у больных с декомпен- 
сированной формой заболевания, что, по-видимому, создает 
условия для накопления в организме больных вазоактивных 
пептидов и потенцирования их действия. 
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Для более полной характеристики функциональной активнос- 
ти кининовой системы в условиях хронического тонзиллита важ- 
ное значение имеют исследования факторов, регулирующих ак- 
тивность кининобразующих ферментов. Особого внимания за- 
служивает определение ингибиторов фермента, в особенности 
а 2 -МГ. Изучение содержания а 2 -МГ (по трипсинсвязывающей 
способности) показало значительное нарастание его уровня при 
субкомпенсированной форме заболевания (390 мг°/о по сравне- 
нию с 250 мг% практически здоровых людей). Повышение а 2 -МГ 
можно рассматривать как компенсаторную реакцию, направ- 
ленную на выравнивание активности кининобразующих фермен- 
тов в крови больных, страдающих хроническим тонзиллитом. 

Не менее важное значение имеют исследования компонентов 
кининовой системы в крови больных в динамике лечения. В бли- 
жайшие дни после тонзиллэктомии (5 — 7-й день) частично нор- 
мализуется общая ПРА, активность калликреина и кининазы, 
а также а 2 -МГ, однако выявленные величины не достигают по- 
казателей практически здоровых людей. Содержание кининогена 
после хирургического вмешательства увеличивается, превышая 
концентрации, характерные для нормы. Активность сывороточ- 
ной кининазы и а 2 -МГ у больных с декомпенсированной формой 
в ближайшие сроки после операции нормализовалась. Отчетли- 
вых изменений со стороны БАЭЭ-эстеразной активности в сы- 
воротке крови после лечения не отмечалось (табл. 16, 17). Че- 
рез 2 — 3 мес после тонзиллэктомии в крови больных независимо 
от клинической формы заболевания нормализовались исследуе- 
мые ингредиенты калликреин-кининовой системы (К. Н. Вере- 
меенко и соавт., 1974). 

Повышенное образование кининов в крови, а также в минда- 
ликовой ткани больных хроническим тонзиллитом дает основа- 
ние предполагать, что эти высокоактивные соединения, наряду 
с другими биологически активными веществами (серотонином, 
гистамином), могут быть ответственными за клинические про- 
явления, наблюдаемые при данном заболевании, — повышенную 
сосудистую и тканевую проницаемость, гиперемию, отек, боль и 
др. Определение кининобразующих и кининустраняющих фер- 
ментов, общей ПРА, содержания а 2 -МГ может представить ин- 
терес с точки зрения дополнительных критериев степени выра- 
женности патологического процесса в нёбных миндалинах и мо- 
жет быть использовано для дифференциальной диагностики 
различных клинических форм хронического тонзиллита. 

Протеолитические ферменты слюны. В состав смешанной 
слюны кроме секретов околоушной, подчелюстной, подъязычной 
желез входят слущенный эпителий слизистой оболочки полости 
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рта, лейкоциты, различные микроорганизмы. В ней содержится 
свыше 50 ферментов, относящихся к гидролазам, оксидоредук- 
тазам, трансферазам, лиазам, изомеразам (И. Б. Збарский, 
Л. Ф. Адигамов, 1971; К. Н. Веремеенко и др., 1976; Р. Д. Бара- 
баш, А. П. Левицкий, 1978). Среди ферментов, обнаруживаемых 
в слюне, наибольшее внимание привлекают протеиназы, участву- 
ющие в воспалительных, аллергических и деструктивных реак- 
циях, происходящих в полости рта. 

Избрание в качестве объекта исследования слюны больных 
хроническим тонзиллитом более целесообразно, чем других био- 
логических жидкостей, так как слюнные железы находятся в то- 
пографической близости от миндалин, имеют общую иннервацию 
и гуморально взаимосвязаны. Благодаря повышенной проницае- 
мости тканей миндалин при хроническом тонзиллите из них 
могут поступать в слюну различные ферменты, в том числе и 
протеолитические, что может служить индикатором деструктив- 
ных процессов воспаленной ткани миндалин. С другой стороны, 
продукты метаболизма ткани миндалин могут влиять на проду- 
цирование слюнными железами протеиназ. 

Определение активности протеолитических ферментов в рото- 
вом секрете затруднено из-за сравнительно низкой их концен- 
трации, сложного характера происхождения смешанной слюны. 
Обычно применяемые белковые субстраты (казеин, гемоглобин) 
слабо или совсем не расщепляются протеиназами слюны. Исклю- 
чение составляет протаминсульфат, который интенсивно гидро- 
лизуется протеолитическими ферментами ротового секрета. Это 
свойство положено в основу разработки количественного метода 
определения протеолитической активности смешанной слюны и 
секрета околоушной железы (К. Н. Веремеенко, Л. А. Хоменко, 
1973). С помощью этого метода изучена (табл. 18) активность 
протеиназ слюны, действующих при слабощелочной реакции сре- 
ды (рН 7,6), у больных хроническим тонзиллитом (К. Н. Вере- 
меенко и др., 1975). У больных при данном заболевании актив- 
ность протеиназ смешанной слюны значительно повышена по 
сравнению с таковой практически здоровых людей. При деком- 
пенсированной форме заболевания она более чем в 3 раза пре- 
вышает нормальные величины. Характер изменений аналогичен 
при пересчете как на 100 мл слюны, так и на 1 мг белка. В секре- 
те околоушной железы больных ПРА также значительно выше, 
чем у здоровых (в расчете на 100 мл секрета). 

Для идентификации выявляемых в смешанной и паротидной 
слюне протеиназ изучена их способность расщеплять субстраты 
БАЭЭ и ГЛ. Показано, что смешанная слюна больных хрониче- 
ским тонзиллитом обладает более высокой БАЭЭ-эстеразной и 
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Таблица 18. ПРА смешанной слюны и секрета околоушной железы у боль- 
ных хроническим тонзиллитом (М+т) 



Протеолитическая активность, мкмоль аргинина 

Форма 

заболевания 

100 мл 
слюны/ч 

1 мг 
белка/ч 

100 мл 
секрета/ч 

1 мг 
белка/ч 


Смешанная слюна 

Секрет околоушной железы 

Субкомпенси- 

143 ±20,0 

0,94 ±0,17 

78 ±16,5 

0,42±0,13 

рованная 

Р< 0,001 

Р<0,01 

Р<0,01 

Р>0,5 

Декомпенси- 

181 ±28,0 

1,2 ±0,07 

46 ±8,0 

0,20 ±0,03 

рованная 

Р<0,001 

Р<0,01 

Р<0,01 

Р>0,2 

Здоровые 





ЛЮДИ 

55 ±8,7 

0,43 ±0,09 

16±3,1 

0, 19 ± 0,04 


карбоксипептидазной активностью, чем слюна здоровых людей. 
Секрет околоушной железы больных интенсивнее гидролизует 
БАЭЭ, но расщепление ГЛ практически не отличается у больных 
и здоровых людей. Удельная же карбоксипептидазная актив- 
ность секрета ниже у больных (табл. 19). 

Способность смешанной слюны и секрета околоушной железы 
расщеплять не только протаминсульфат, но БАЭЭ и ГЛ указы- 
вает на присутствие в слюне нескольких протеолитических фер- 
ментов с различной специфичностью действия. 


Таблица 19. БАЭЭ-эстеразная и карбоксипептидазная активность слюны 
и секрета околоушной железы у больных хроническим тонзиллитом (МА^т) 


Форма 

заболевания 

БАЭЭ-эстеразная активность 
нмоль бензоил-аргинина/мин 

Карбоксипептидазная актив- 
ность, нмоль гиппуровой 
кислоты /мин 

Слюна 

Секрет около- 
ушной железы 

Слюна 

Секрет около- 
ушной железы 

Субкомпенси- 

44 ±5,4 

32 ±5,0 

20 ±5,1 

18 ±3,8 

рованная 

26 ±3,6 

15± 1,4 

11 ±2,9 

8,0 ± 1,5 

Декомпенси- 

59 ±6,7 

27±6,8 

24 ±4,2 

16,0±7,0 

рованная 

36 ±6,0 

16±3,7 

12 ±4,0 

8,0±4,2 

Здоровые 

34 ±2,9 

9,4± 1,8 

6,6 ±2,3 

16,4 ± 3,4 

ЛЮДИ 

26 ±2,1 

12±3,7 

5,4 ±2,6 

15±3,0 


Примечание. Числитель — расчет активности на 1 мл слюны, секре- 
та; знаменатель — удельная активность. 
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Таблица 2 0. Распределение ПРА среди различных фракций слюны у боль- 
ных хроническим тонзиллитом (М+т) 


Форма 

заболевания 

Протеолитическая активность, мкмоль аргинина/ч 

Надосадочная 

жидкость 

Осадок 1 

Осадок II 

Субкомпенсированная 

87 ±17,0 

0,92 ±0,22 

147 ±30,0 

1 ,45 ±0,14 

16,0 ±3,6 

0,60 ±0,10 

Декомпенсированная 

83 ±13,0 

0,69 ±0,16 

163 ±26,0 

1 ,2 ± 0, 1 4 

8,5±3,3 

0,44 ±0,14 

Здоровые люди 

45 ±7,3 

59± 13,0 

7,6 ±2,2 

0,51 ±0,06 

0,75 ±0,1 8 

0,51 ±0,21 


Примечание. Числитель — активность в расчете на 100 мл слюны 
и ее фракций; знаменатель — удельная активность. 


Для выяснения вопроса о локализации выявляемых протеи- 
наз в цельной слюне ее центрифугировали при 700, 10 000§ и 
получали осадок I (700§), II (10 000§) и надосадочную жид- 
кость (10 000^). Протеиназы, обладающие ПРА и БАЭЭ-эсте- 
разной активностью, локализовались в жидкой части слюны и 
осадках (табл. 20). Наибольшая их активность присуща осадку 
I (700§). Эти результаты указывают на то, что источником фер- 
ментов в смешанной слюне могут быть не только слюнные же- 
лезы, но и лимфоциты нёбных миндалин, лейкоциты, микроорга- 
низмы полости рта. 

Отмечено, что ПРА, определяемая в смешанной слюне, была 
значительно ниже суммы активностей, обнаруживаемых в над- 
осадочной жидкости и осадках (табл. 20, 18). Можно полагать, 
что это связано с наличием в ротовом секрете ингибиторов про- 
теиназ. Для получения доказательств этого исследована способ- 
ность смешанной слюны угнетать активность трипсина — одного 
из протеолитических ферментов, добавляемых экзогенно к слю- 
не. Согласно полученным данным (табл. 21), смешанная и па- 
ротидная слюна тормозят активность трипсина. Удельная ак- 
тивность ингибитора была снижена у 60% больных хроническим 
тонзиллитом. Ингибитор локализован в жидкой части слюны 
и отсутствовал в осадках. В секрете околоушной железы здоро- 
вых людей количество ингибитора составляло 10% такового 
смешанной слюны, в группе больных оно резко (в 6,7 раза) по- 
вышалось, приближаясь к величинам, установленным для цель- 
ной слюны. Эти результаты говорят о том, что ингибитор желе- 
зистого происхождения, т. е. продуцируется околоушными и, 
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Таблица 21. Содержание ингибиторов трипсина в слюне здоровых людей 
и больных хроническим тонзиллитом (М+пг) 



Уровень ингибитора, мкг инактивированного трипсина 

Форма 

заболевания 

Смешанная 

слюна. 

Надосадочная 

жидкость 

Секрет около- 
ушной железы 

Субкомпенсированная 

13,0 ±1,8 

7,4 ±0,9 

Ю,3± 1,6 

9,0 ±1,4 

8,8 ±1,8 

4,0 ±0,7 

Декомпенсированная 

10,1 ±1,2 
6,6± 1,0 

12,5 ± 3,4 

12,0 ± 3,2 

8,7 ± 2,2 
3,0±0,7 

Здоровые люди 

1 1 ,5 ± 2,2 

8,7 ± 1,8 

10.4 ± 0,8 

1 1 .5 ± 1,9 

1 ,3 ± 0,5 

1 ,2 ± 0,5 


Примечание. Числитель — содержание ингибитора/мл слюны (секре- 
та); знаменатель — расчет на 1 мг белка. 


возможно, подчелюстными железами. О наличии ингибитора 
протеиназ в секретах подчелюстных желез свидетельствуют и 
наши данные: содержание его в норме составляло 8 — 15 мкг/мг 
белка секрета. 

Механизм активации ферментативных систем протеолиза 
слюны больных хроническим тонзиллитом может быть различ- 
ным. Повышение активности протеиназ в смешанной слюне воз- 
можно за счет их освобождения из лимфоцитов воспаленной 
ткани миндалин. Об этом говорят данные об активации протеи- 
наз в ткани миндалин животных с экспериментально вызванным 
тонзиллитом (А. И. Кизим, О. Ф. Мельников, 1974) и паралле- 
лизм между увеличением протеолитической активности в гомо- 
генатах лимфоцитов миндалин, смешанной слюне и сыворотке 
крови больных хроническим тонзиллитом (К. Н. Веремеенко, 
В. М. Лосицкая, Э. Л. Зражва, 1974; Л. И. Волохонская, 
К. Н. Веремеенко, С. П. Грома, 1976). Нарастание активности 
протеиназ в слюне может происходить и за счет усиленного их 
синтеза клетками слюнных желез вследствие раздражения по- 
следних продуктами метаболизма воспаленной ткани миндалин. 

Усиление суммарного протеолиза в слюне больных хрониче- 
ским тонзиллитом, по-видимому, обусловлено в значительной 
степени и повышением активности протеиназ, вырабатываемых 
микробами, играющими важную роль в генезе заболевания. 

Возрастание протеолитической активности слюны больных 
хроническим тонзиллитом может неблагоприятно влиять на им- 
мунологические системы организма. Секреторный иммуногло- 
булин А является одним из факторов локальной защиты слизи- 
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стых оболочек от инфекции (А. Е. Вершигора и др., 1978). Он 
мешает микробам, в том числе и патогенным, адсорбироватьця 
на слизистых оболочках, блокируя их рецепторы. Препятствуя 
фиксации бактерий на слизистых оболочках, иммуноглобулин А 
угнетает их размножение и способствует устранению из орга- 
низма. Если нарастание протеолиза в смешанной слюне обу- 
словлено в значительной степени ферментами микробного проис- 
хождения, то это может служить неблагоприятным фактором, 
способствующим разрушению секреторных иммуноглобулинов 
А, защищающих слизистые оболочки от инфекции. Не исключе- 
но, что и истинные ферменты слюнных желез также обладают 
высокой протеолитической активностью по отношению к моле- 
кулам секреторного иммуноглобулина А. 

Можно предположить, что выявляемые в слюне и секрете 
околоушной железы протеиназы, функционирующие в слабоще- 
лочной среде (рН 7, 6), по специфичности действия близки кал- 
ликреинам. Об этом свидетельствует тот факт, что протеиназы 
слюны расщепляют протаминсульфат, БАЭЭ и не гидролизуют 
БАПНА (К. Н. Веремеенко, Л. А. Хоменко, 1973). Очищенные 
препараты калликреина расщепляют первые два субстрата. 
Кроме того, трасилол является ингибитором калликреина 
(Риртоіо и др., 1973). ПРА и БАЭЭ-эстеразная активность 
слюны угнетается этим ингибитором. 

Способность смешанной слюны и секрета околоушной желе- 
зы расщеплять ГЛ косвенно указывает на наличие в слюне ки- 
ниназ, гидролизующих вазоактивные полипептиды — кинины. 

Для выявления в слюне и секрете околоушной железы фер- 
ментов кининовой системы мы использовали специфические суб- 
страты: для кининобразующих ферментов — кининоген плазмы 



I 2 3 4 5 6 7 8 ярНсреды 


2 



3 4 5 6 7 8 рН среды 


Рис. 2. Зависимость действия кал- 
ликреиноподобного фермента слю- 
ны от рН среды: 


Рис. 3. Влияние рН среды на ак- 
тивность кининазы слюны: 

/ — смешанная слюна, 2 — секрет око- 
лоушной железы, 


/ — смешанная слюна, 2 — секрет око- 
лоушной железы, 
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Таблица 2 2. Распределение ки- 
ниногеназной и брадикининрасщепля- 
ющей активности среди различных 
фракций слюны (А1+т) 


Объект 

исследования 

Активность 
калликреина, 
нг брадикини- 
на/ (мг белка- 
мин) 

Активность 
кининазы, нг 
инактивирован 
ного брадики- 
нина/(мг бел- 
ка-мин) 

Смешанная 

32,0 

16,0 

слюна 

Надосадоч- 
ная жидкость 

44,0 

18,0 

Осадок 1 

44,0 

41,0 

Осадок II 

117,0 

94,0 

Секрет око- 
лоушной 
железы 

41,0 

9,0 


Таблица 2 3. Активность калли- 
креина и кининазы в слюне больных 
хроническим тонзиллитом (М+т) 



Активность 

Форма 

заболевания 

калликреина, 
нг брадикини- 
на/ (мг бел- 
ка-мин) 

кининазы, 
нг брадикини- 
на/ (мг бел- 
ка-мин) 

Субкомпен- 

54±10 

20 ±3,5 

сированная 

Р<0,1 

Р<0,2 

Декомпен- 

47 ±8,5 

25±4,0 

сированная 

Р < 0,05 

Р<0,05 

Здоровые 

люди 

74 ±11 

15±2,5 


крови человека, кининустраняющих — брадикинин. Активность 
калликреина и кининазы ротового секрета определяли биологи- 
ческим методом. На рис. 2,3 видно, что цельная слюна и секрет 
околоушной железы содержат ферменты калликреин-кининовой 
системы с оптимумом их действия при рН 6 — 7,3. 

Калликреин и кининаза локализованы в жидкой части слюны 
и осадках (табл. 22). Максимальная же удельная активность 
кининобразующего и кининразрушающего фермента присуща 
осадку II. Низкий уровень кининазы в секрете околоушной же- 
лезы по сравнению со смешанной слюной и ее фракциями, веро- 
ятно, свидетельствует о том, что большая часть активности 
кининазы не связана со слюнными железами, а может быть свой- 
ственна эпителиальным клеткам (Ашипбзеп, Мизіасі, 1964). 
В слюне больных хроническим тонзиллитом активность калли- 
креина понижена, а кининазы повышена по сравнению с анало- 
гичными показателями у здоровых людей (табл. 23). 

Понижение активности калликреина, особенно в слюне боль- 
ных с осложненной формой заболевания, очевидно, связано с 
функциональным нарушением слюнных желез в ответ на воспа- 
лительный процесс в миндалинах. Уровень калликреина значи- 
тельно падает при патологии слюнных желез (Ргеу и др., 1968). 

Нарастание активности кининазы можно, по-видимому, рас- 
сматривать как защитную реакцию, направленную на разруше- 
ние вазоактивных пептидов, которые могут образовываться з 
миндалинах и быть одним из факторов, способствующих повы- 
шению сосудистой и тканевой проницаемости миндалин. 
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Ферменты, свертывания крови и фибринолиза 

Наиболее распространенный метод лечения хронических тон- 
зиллитов — тонзиллзктомия, на долю которой приходится от 23 
до 73% всех хирургических вмешательств на ЛОРорганах 
(С. А. Ярлыков, Н. П. Брязгунов, 1965; О. М. Гусейнов, 1967, 
и др.). При этой операции нередко тяжелым осложнением явля- 
ются глоточные кровотечения, частота которых варьирует от 1 
до 24% в зависимости от клинической формы заболевания и 
других факторов ( Л.Н. Халфен, 1967, В. И. Тимошенский, 1970; 
Б. С. Преображенский, Г. Н. Попова, 1970). В генезе послеопе- 
рационных кровотечений большую роль играют сдвиги в фермен- 
тативных механизмах, посредством которых осуществляются 
процессы свертывания крови и фибринолиза. 

Для понимания роли различных факторов в нарушении про- 
цессов гемостаза при хроническом тонзиллите приведем краткое 
описание процессов свертывания крови и фибринолиза. 

Процесс свертывания крови сложен и многокомпонентен. Ус- 
ловно выделяют внутреннюю и внешнюю систему свертывания 
крови (Д. М. Зубаиров, 1978). Основным критерием для такого 
разделения является происхождение фосфолипидов, которые уча- 
ствуют в образовании активатора протромбина. Во внутренней 
системе таким источником служат тромбоциты, во внешней — 
клетки тканей. Свертывание крови по внешнему пути происходит 
в 'результате повреждения клеток — эндотелиальных или других, 
которые при травме оказываются в контакте с вытекающей из 
сосудов кровью. Освобождение осколков клеточных мембран за- 
пускает свертывание крови путем активации VII фактора. По- 
следний активирует фактор X в присутствии фосфолипидов, со- 
держащихся в осколках клеток, и Ѵа фактора. Образующийся 
фактор Ха катализирует превращение протромбина в тромбин. 


Схема сОерты Панин к роо и 




* Фактор Ѵа Фактор У 


Кофактор контактной 
актиОации 

* Фактор VI На - — Фактор VIII 


Высокомолекулярный 

кинштен 


Фибриноген 
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Внутренний путь свертывания крови более сложен, чем 
внешний. В его основе лежит 5 ферментативных реакций. Про- 
цесс свертывания начинается с активации фактора Хагемана 
(XII фактора свертывания), который при контакте с чужерод- 
ной поверхностью превращается в активный фермент XI I а. По- 
следний запускает всю цепь энзиматических реакций, что приво- 
дит к образованию тромбина, который катализирует превраще- 
ние фибриногена в фибрин (схема на с. 50). 

Фибрин из фибриногена образуется в результате трех 
реакций, две из них ферментативные. Тромбин отщепляет от 
молекулы фибриногена два отрицательно заряженных пептида 
А и В, при этом образуются молекулы фибрин-мономера. Во 
второй реакции фибрин-мономер спонтанно полимеризуется, его 
молекулы соединяются между собой водородными связями. Гель 
фибрин-полимера закрепляется ковалентными поперечными свя- 
зями под действием специфического фермента XIII фактора 
свертывания, что приводит к образованию прочного сгустка 
фибрина (третья реакция). 

В организме человека и животных функционирует и проти- 
восвертывающая система, которая включает антитромбины, ге- 
парин, гепариноподобные вещества и компоненты фибринолиза 
(Г. В. Андреенко, 1979). Фибринолитическая система крови со- 
стоит из плазминогена, его проактиваторов и активаторов, инги- 
биторов активация плазминогена, плазмина и его ингибиторов. 

СХЕМА ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ КРОВИ 
Лизокиназы - Плазминоген 

Тканевые активаторы 
Активаторы мочи 
Трипсин 


Прямая активация 

+ 

— Плазмин 

4 1 

Фибрин ) Ингибиторы плазмина 

Фибриноген | Продукты распада 

Факторы VIII, V ) ., (ингибиторы полимери- 

зации фибрина) 

Активация плазминогена осуществляется прямым и непря- 
мым путем. Прямая активация носит местный (локальный) 
характер и происходит под действием тканевых активаторов 
(освобождающихся из поврежденных тканей и сосудов) и акти- 
ваторов — урокиназы, трипсина, плазмина. К активаторам 
непрямого действия относятся водорастворимые лизокиназы 


I ист ісридломыс 

— Ингибиторы- 


Проактиватор< 

Непрямая активация 


-Активатор крови- 
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тканей, лейкоцитов, эритроцитов и ферменты бактериального 
происхождения — стрептокиназа, стафилокиназа. Активирован- 
ный лизокиназами проактиватор превращается в активатор, ко- 
торый током крови разносится по организму и способствует об- 
разованию плазмина из плазминогена. Процесс становится 
общим, генерализованным, при этом активируется вся фибрино- 
литическая система, что наблюдается при шоке после тканевых 
травм, стрессовых состояниях, стрептококковой инфекции 
(К. Н. Веремеенко, 1971). 

Свертывающая и фибринолитическая системы крови тесно 
связаны друг с другом, а также с калликреин-кининовой систе- 
мой. Эта связь проявляется в том, что основные ферменты этих 
систем (тромбин, плазмин, калликреин), находящиеся в плазме 
крови в виде неактивных предшественников, активируются при 
помощи одного и того же механизма XII фактора свертывания 
крови. Фактор XII катализирует также превращение плазмино- 
гена в плазмин прямым путем или через активацию проактива- 
тора. Плазмин, калликреин по принципу обратной связи активи- 
рует ФХ (\ѴеІ55 и соавторы, 1974; Т. С. Пасхина, 1976). В фи- 
зиологических условиях наиболее важное значение имеет 
активация ФХ калликреином, так как при недостатке предшест- 
венника калликреина — прекалликреина (фактора Флетчера) — 
наблюдается не только нарушение кининообразования, но и де- 
фекты в свертывании крови и фибринолизе. В организме 
процессы взаимного активирования ФХ и калликреина осущест- 
вляются непрерывно. Калликреин может непосредственно пре- 
вращать плазминоген в плазмин. 

Активность ферментов свертывания, фибринолиза, кинино- 
образования регулируется быстротой действия калликреина на 
ФХ, фрагментацией молекулы ФХа плазмином и влиянием ин- 
гибиторов этих ферментов. К ним относятся СІ-инактиватор 
(ингибитор I компонента комплемента), си-антитрипсин, аг-МГ, 
антитромбин III и аг-антиплазмин. аг-МГ — ингибитор калли- 
креина, плазмина — не инактивирует ферменты полностью, а 
лишь ограничивает их каталитические функции. В комплексе 
с этим белком ферменты не расщепляют кининогена, фибриноге- 
на, но обладают эстеразной активностью. Основным ингибитором 
плазмина является аг-антиплазмин (Каріап и соавт., 1978). 

В норме существует динамическое равновесие между свер- 
тывающей, фибринолитической и калликреин-кининовой систе- 
мами, которое может сдвигаться в сторону угнетения или акти- 
вации одной из этих систем при патологических состояниях 
организма. 
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Проведены многочисленные работы по изучению свертываю- 
щей и фибринолитической систем крови, по выяснению роли 
нёбных миндалин и их функционально активных клеточных 
структур лимфоцитов в процессах гемостаза у больных хрони- 
ческим тонзиллитом (С. П. Грома, 1971; В. И. Тимошенский, 
Н. Н. Юдов, 1972; Л. В. Костюнина, В. П. Скипетров, 1978, и др.). 
Повышенный интерес ученых к этому вопросу связан с тем, что 
в возникновении кровотечений после тонзиллэктомии большую 
роль играет нарушение механизмов свертывающей и противо- 
свертывающей систем крови. 

В крови больных при данной патологии отмечена гипокоагу- 
ляция (нарушается тромбопластинообразование, наблюдается 
тромбоцитопения), повышена антикоагулянтная и фибриноли- 
тическая активность (Г. А. Даштаянц и др., 1969; Н. К. Гомберг, 
Т. В. Шабаева, 1975; В. И. Тимошенский, 1976; Л. В. Костюнина, 
В. П. Скипетров, 1978). При повышении фибринолитической ак- 
тивности белки крови (фибриноген, фибрин) могут подвергаться 
ферментативному расщеплению с образованием продуктов их 
распада (ПРФ), что может способствовать возникновению в 
поспеоперационном периоде геморрагий. ПРФ тормозят процесс 
свертывания крови, удлиняют тромбиновое время, замедляют 
агрегацию тромбоцитов, тормозят превращение фибриногена 
в прочные сгустки фибрина. В плазме крови больных хрониче- 
ским тонзиллитом содержатся ПРФ, причем их уровень выше при 
декомпенсированной форме заболевания по сравнению с субком- 
пенсированной (К- Н. Веремеенко и соавт., 1972). Выявлена кор- 
реляция между усилением фибринолиза и концентрацией ПРФ. 

В генезе ранних послеоперационных кровотечений может 
играть роль и фермент фибриназа, стабилизирующий сгусток 
фибрина. Л. И. Волохонская, Г. Э. Тимен (1970) отметили па- 
раллелизм между повышением фибринолиза и снижением ак- 
тивности фибриназы в плазме крови больных хроническим тон- 
зиллитом. При данной патологии изменяется и уровень ингиби- 
торов фибринолиза в сыворотке крови, при этом возрастает сум- 
марное количество с и- и а 2 -антиплазминов (К- Н. Веремеенко и 
соавт., 1972). Повышение их содержания, по-видимому, имеет 
защитный характер и происходит в ответ на ускоренный фибри- 
нолиз. Увеличение уровня аг-МГ может указывать также на 
усиленный синтез этого белка, что способствует образованию его 
комплексов с протеиназами, которые гидролизуют низкомолеку- 
лярные токсические пептиды, играющие определенную роль в 
развитии патологического процесса. 

Одной из причин нарушения гемостаза у больных хроничес- 
ким тонзиллитом может быть стрептококковая и стафилококко- 
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вая инфекция — р-гемолитический стрептококк и стафилококк, 
продуцирующие ферменты (стрептокиназу и стафилокиназу) — 
непрямые активаторы фибринолиза. Кроме того, повышение 
фибринолитической активности крови после удаления миндалин 
может быть вызвано поступлением из них в кровоток тканевых 
активаторов плазминогена. Подтверждением этого служат дан- 
ные о том, что экстракты нёбных миндалин, гомогенаты и суб- 
клеточные структуры лимфоцитов ускоряют лизис сгустков фиб- 
рина, что указывает на присутствие в них проактиватора, акти- 
ватора плазминогена, а в отдельных случаях и активного 
фермента — плазмина (О. Ф. Рыбина, 1973; В. А. Елхов, 1974; 
Л. В. Костюнина, К. Н. Веремеенко и др., 1978; В. П. Скипет- 
ров, 1978). Доказано наличие в миндалинах ингибиторов плаз- 
мина (К. Н. Веремеенко и др., 1978; Л. В. Костюнина, В. П. Ски- 
петров, 1978). 

Кроме того, в тканях миндалин обнаружены тромбопластин, 
факторы V, X, XIII. В норме и при простой форме хронического 
тонзиллита в тканях миндалин существует динамическое равно- 
весие между концентрацией активаторов и ингибиторов плазми- 
на, благодаря чему они равномерно поступают в кровоток, вслед- 
ствие чего в сосудах операционного поля происходит нормальное 
образование тромбов и обеспечивается надежный гемостаз. 
У больных при токсико-аллергической форме заболевания, а 
также при хроническом тонзиллите, сопряженном с ревматиз- 
мом, значительно снижается активность фибриназы, повышает- 
ся содержание активаторов плазминогена. При данных условиях, 
вероятно, ускоряется лизис фибриновых сгустков в сосудах опе- 
рационного поля, а это в свою очередь может сопровождаться 
ранним послеоперационным кровотечением. 

Компоненты свертывающей и фибринолитической системы 
изучены в слюне. В смешанной слюне обнаружены предшест- 
венники ферментов свертывания крови (протромбин, факторы 
V, VIII, фибриназа) и факторы фибринолиза — проактиватор, 
активатор плазминогена и плазминоген, ингибиторы плазмина 
(П. П. Беликов, 1970, 1971; Б. И. Кузник и др., 1976; И. С. Пн- 
нелис, 1976; Ресіегзеп, 1976). 

В лаборатории биохимии Киевского НИИ отоларингологии 
проведены исследования по выявлению ряда компонентов фиб- 
ринолитической системы в слюне и секрете околоушной железы 
в условиях нормы и у больных хроническим тонзиллитом. С по- 
мощью фибриновых чашек (Азігир, Миііегіг, 1952) в смешан- 
ной слюне ряда больных обнаруживали плазмин, а также плаз- 
миноген. Содержание его было выше в смешанной слюне по срав- 
нению с паротидной. 
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Смешанная слюна и секрет околоушной железы содержат 
проактиватор плазминогена, активированный стрептокиназой. 
Комплекс проактиватор — стрептокиназа катализировал пре- 
вращение плазминогена в активную форму плазмина. Последний 
определяли по потере способности бычьего фибриногена свер- 
тываться под действием тромбина (метод В. А. Белицера и со- 
авт., 1976). 

Для более полной характеристики факторов фибринолиза, 
содержащихся в слюне, изучено наличие в ней ингибиторов, тор- 
мозящих активность плазмина. Источником плазмина служила 
эуглобулиновая фракция, полученная при обработке плазмы 
каолином в кислой среде (0§§1оп и др., 1969). Слюна и секрет 
околоушной железы здоровых людей и больных хроническим 
тонзиллитом содержали ингибиторы плазмина, о чем свидетель- 
ствовало удлинение времени лизиса фибринового сгустка по 
сравнению с контролем. 

Перспективным представляется изучение у больных до и 
после лечения компонентов фибринолиза, так как от их актив- 
ности зависит скорость заживления послеоперационных ран, 
удаление нежизнеспособных клеток, тканей и продуктов их рас- 
пада. 


Окислительно-восстановительные ферменты 
в нёбных миндалинах и крови при хроническом тонзиллите 

Сложные физиологические процессы в миндаликовой ткани 
протекают при участии метаболических реакций, катализ кото- 
рых осуществляется многими ферментами и их комплексами. 

Систему ферментов клеточного дыхания составляют дегидро- 
геназы, желтые дыхательные ферменты (флавопротеиды), цито- 
хромы, цитохромоксидазы и ряд других, составляющие основу 
окислительно-восстановительных процессов в организме и отно- 
сящиеся к ведущему звену метаболизма. Все ферменты ткане- 
вого дыхания — компоненты цепи дыхательных катализаторов — 
связаны главным образом с внутренними мембранами митохонд- 
рий. Важной функцией этой группы ферментов, наряду с де- 
гидрированием различных субстратов дыхания и переброской 
электрона на кислород с образованием воды, является аккуму- 
ляция значительной части энергии в фосфатных связях высоко- 
эргических (или макроэргических) соединений, главным обра- 
зом аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ). 

Особый интерес в клинической практике представляют те 
окислительно-восстановительные ферменты, которые участвуют 
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в ключевых звеньях окисления промежуточных продуктов энерге- 
тических веществ — углеводов, жиров, белков. 

Оксидоредуктазы тонзилл. Имеется ряд публикаций, посвя- 
щенных изучению активности ферментов тканевого дыхания в 
миндаликовой ткани при хроническом тонзиллите (Н. А. Мос- 
ковченко, 1970; Л. Ф. Подойницыной, 1970; В. С. Жданова, 1971; 
И. Б. Солдатова, 1972; Н. А. Антоновой, 1973; М. А. Онановой, 
К. С. Чиковани, 1974; ЗоЬосйупзкі и соавт., 1974, и др). С по- 
мощью гистохимических и биохимических методов исследования 
показано не только наличие и распределение сукцинатдегидро- 
геназы (КФ 1.3.99.1) и цитохромоксидазы (КФ 1.9.3. 1) в струк- 
турных компонентах тканей нёбних миндалин, но и изменение 
их ферментативной активности в зависимости от возраста, вы- 
раженности патологического процесса, метатонзиллярных ослож- 
нений и сопутствующих заболеваний. 

В. С. Жданов (1971) с помощью биохимических и гистохими- 
ческих тестов установил, что при простой форме хронического 
тонзиллита, сопровождающейся рецидивирующими ангинами в 
анамнезе, уровень сукцинатдегидрогеназы (СДГ) и цитохром- 
оксидазы (ЦО) в миндаликовой ткани был высоким и соответст- 
вовал показателям, выявленным в гипертрофированных тонзил- 
лах. При усилении патологического процесса активность этих 
ферментов падает, что свидетельствует об угнетении окислитель- 
ных и восстановительных процессов в нёбных миндалинах. Наи- 
более значительные изменения активности исследуемых фермен- 
тов характерны для больных хроническим тонзиллитом с рециди- 
вирующими паратонзиллитами и паратонзиллярными абсцессами 
и выраженной тонзиллогенной интоксикацией. При таких усло- 
виях может возникнуть дефицит в этой биокаталической системе, 
о чем косвено свидетельствует резкое падение СДГ и ЦО в пато- 
логически измененных нёбных миндалинах. В результате этих 
нарушений в нёбных миндалинах происходит накопление продук- 
тов промежуточного обмена с преобладанием недоокисленных 
соединений, что приводит к изменению рН среды тканей в сторо- 
ну ее подкисления. При этом развивается тканевая гипоксия, 
обнаруживаются изменения в очаге воспаления вначале функци- 
онального характера, которые впоследствие становятся необра- 
тимыми. Если нарушенные звенья метаболизма, связанные с 
аэробной фазой тканевого дыхания, в нёбных миндалинах не 
компенсируются анаэробными процессами, то это, по мнению 
В. С. Жданова (1976), приводит к необратимости воспалительной 
реакции, реализации многочисленных воздействий очага гнойной 
инфекции на организм в целом — развитию сопряженных забо- 
леваний и декомпенсации хронического тонзиллита. При норма- 
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лизации обмена в цепи ферментов тканевого дыхания за счет 
анаэробной фазы могут функционировать механизмы компенса- 
ции. Следовательно, гипоксическое состояние тканей нёбных 
миндалин, дезорганизация процессов метаболизма проходят че- 
рез стадию компенсации к явлениям декомпенсации. 

Н. А. Антонова (1973) с помощью гистохимических методов 
в нёбных миндалинах больных хроническим тонзиллитом и тон- 
зиллитом, сопряженным с коллагеновыми заболеваниями, изу- 
чила ферменты аэробного окисления углеводов (дегидрогеназа 
яблочной кислоты, изолимонной и глутаминовой кислоты), энзи- 
мы анаэробного гликолиза (дегидрогеназа молочной кислоты, 
р-глицерофосфата) , ферменты пентозного цикла (дегидрогеназа 
глюкозо-6-фосфата и 6-фосфоглюконата), участвующие в синте- 
зе пентозонуклеопротеидов, идущих на построение нуклеиновых 
кислот. В обеих группах больных не найдено существенных раз- 
личий в активности исследуемых ферментов за исключением де- 
гидрогеназы молочной кислоты, активность которой значитель- 
но выше в миндаликовой ткани больных хроническим тонзилли- 
том, сопряженным с коллагеновыми заболеваниями (системная 
красная волчанка, склеродермия, дерматомикозы). Установлен- 
ный факт, вероятно, свидетельствует о преобладании в тонзил- 
лах этих больных процессов анаэробного гликолиза. 

В выяснении роли окислительно-восстановительных фермен- 
тов в иммунном ответе может представить интерес изучение 
этой группы ферментов в функционально активных клетках тон- 
зилл— лимфоцитах. Д. П. Панавене и соавторы (1973) обнаружи- 
ли малатдегидрогеназу (МДГ) в популяции лимфоцитов, вы- 
деленной из нёбных миндалин. Уровень активности фермента 
зависел от сопряженных заболеваний и возраста больных: у 
взрослых больных хроническим тонзиллитом он был равен 
0,432 ±0,09 ед. Бюджета, что несколько ниже (в среднем на 
16%), чем у детей (0,502±0,087 ед.), и почти в 2 раза выше 
(0,860±0,20 ед., Р<0,05), чем у больных ревматизмом. 

Имеются также работы, указывающие на изменение актив- 
ности СД в лимфоцитах нёбных миндалин при их патологии 
(Н. А. Московченко, 1970). Активность СД в отдельных лимфо- 
цитах ткани миндалин повышается по мере развития заболева- 
ния и появления осложнений. В лимфоцитах периферической 
крови уровень СД невысок и зависит от клинической формы 
хронического тонзиллита. 

Ряд авторов (Б. В. Еланцев, С. Е. Тайбогаров, 1970; 
В. С. Жданов, 1971) указывают на возможную зависимость ак- 
тивности ферментов тканевого дыхания от возраста больных. 
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Активность ЦО в нёбных миндалинах, удаленных у детей, зна- 
чительно ниже, чем у взрослых, а активность СД настолько низ- 
ка, что в отдельных случаях вовсе не выявляется. Возможно, эта 
особенность ферментов тканевого дыхания связана с состояни- 
ем общей реактивности детского организма. 

Известно, что многие кофакторы окислительно-восстанови- 
тельных ферментов представлены витаминами группы В. По- 
этому при дефиците витаминов изменяется активность соответ- 
ствующих ферментных систем. В. С. Жданов (1971) показал, 
что у больных хроническим тонзиллитом, получавших до опера- 
ции комплекс витаминов В ь В 2 , В 6 и РР, активность СДГ и ЦО 
более высокая, нежели в группе больных, не получавших вита- 
минные препараты. Эти данные позволили рассматривать вита- 
мины группы В как стимуляторы окислительно-восстановитель- 
ных реакций в нёбных миндалинах и использовать их не только 
с профилактической целью, но и в комплексном лечении больных 
с хроническим тонзиллитом. 

Следовательно, процессы окисления в тканях нёбных минда- 
лин ослабляются в зависимости от степени выраженности пато- 
логического процесса, что может сопровождаться нарушениями 
клеточного метаболизма и ресинтеза макроэргических фосфор- 
ных соединений. 

Оксидоредуктазы крови. Длительная тонзиллогенная инток- 
сикация, воздействие инфекционного агента на миндалины зна- 
чительно снижает иммунологические свойства организма, что в 
значительной мере влияет на метаболические процессы, катали- 
зируемые оксидоредуктазами, не только в нёбных миндалинах, 
но и в периферической крови. 

По данным Л. Я. Тамм, И. П. Брязгунова (1969), Л. И. Ве- 
римеевича (1972) и др., у большинства обследованных детей, 
больных хроническим тонзиллитом, обнаружено повышение 
активности сывороточной ЛДГ, особенно при токсико-аллерги- 
ческой форме заболевания. После оперативного удаления очага 
воспаления или эффективного консервативного лечения общая 
активность ЛДГ в сыворотке крови больных хроническим тон- 
зиллитом нормализуется, в то время как у больных с латентно 
текущим ревматизмом ее показатели остаются значительно по- 
вышенными. 

Согласно данным литературы, в сыворотке крови здорового 
человека содержится пять изоферментов ЛДГ, при поврежде- 
нии того или иного органа они могут изменяться соответственно 
специфике изоферментного состава поврежденного органа. 

Л. Я. Тамм, И. П. Брязгунов (1969) приводят данные актив- 
ности изоферментного спектра ЛДГ в сыворотке крови больных 
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детей с токсино-аллергической формой хронического тонзиллита. 
В одной группе больных в сыворотке крови повышалась актив- 
ность изоферментов ЛДГ 5 и ЛДГ 4 , т. е. фракций с высокой элект- 
рофоретической подвижностью, характерных для печеночной 
ткани, в другой — наблюдались изменения в уровне активности 
изофермента ЛДГ Ь присущего сердечной мышце. После кон- 
сервативного лечения со значительным улучшением клиническо- 
го состояния больных отмечена положительная динамика изо- 
ферментного спектра ЛДГі, ЛДГг и ЛДГ 5 , показатели которого 
практически нормализовались к концу лечения. По данным 
Л. И. Веримеевича (1972), при токсико-аллергической форме 
заболевания сохраняется нормальный изоферментный спектр 
сывороточной ЛДГі, в то время как при латентно текущем рев- 
матическом процессе наблюдаются выраженные сдвиги в его 
активности. 

Следовательно, определение активности ЛДГ в сыворотке 
крови больных хроническим тонзиллитом можно использовать 
как дополнительный диагностический тест, а исследование изо- 
ферментов ЛДГ — для суждения о степени выраженности патоло- 
гического процесса, выявления ранних метатонзиллярных 
осложнений со стороны сердца и печени и контроля за эффек- 
тивностью проводимых лечебных мероприятий. 

Со стороны изоферментов МДГ отчетливых изменений в 
сыворотке крови больных хроническим тонзиллитом не выявлено 
(С. И. Буребаева, Е. С. Нургужаев, 1976). 

В последние годы начали появляться сообщения об изучении 
оксидоредуктаз в клеточных элементах периферической крови. 
Заслуживают внимания исследования Г. X. Дадахановой, 
Ш. А. Аскарова (1971), показавших значительное нарастание 
активности пероксидазы в нейтрофилах крови при усугублении 
патологического процесса в нёбных миндалинах. Показано, что 
степень нормализации активности фермента зависит от метода 
лечения. Тонзиллэктомия оказывала более благоприятный эф- 
фект на нормализацию активности пероксидазы, нежели консер- 
вативное лечение. Поэтому авторы считают, что определение 
активности пероксидазы может быть включено в арсенал мето- 
дических приемов лабораторной диагностики хронических тон- 
зиллитов с целью выявления нейротонзиллярных осложнений, 
а также для суждения об эффективности терапии. 

Имеющиеся сведения позволяют заключить, что наблюдаемые 
сдвиги в окислительно-восстановительных процессах можно рас- 
сматривать как важнейшее патогенетическое звено хронического 
тонзиллита. 
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Гиалуронидаза-антигиалуронидаза 

в нёбных миндалинах и крови 

при хроническом тонзиллите 

К. Г. Шукурян (1962), 3. И. Кашеварова (1973), А. А. Лапа 
(1973) изучили активность гиалуронидазы и антигиалуронидазы 
в тканевых экстрактах нёбных миндалин и крови у больных хро- 
ническим тонзиллитом. Об активности фермента судили по 
уменьшению вязкости гиалуроновой кислоты, инкубированной с 
экстрактами миндаликовой ткани или сывороткой крови. Иссле- 
дования, проведенные на большом клиническом материале (60 
больных), показали, что активность гиалуронидазы значительно 
выше в экстрактах нёбных миндалин у больных с различными 
формами хронического тонзиллита, чем в экстрактах, получен- 
ных из гипертрофированных тонзилл (К. Г. Шукурян, 1970, 
1972). Активность гиалуронидазы в экстрактах миндаликовой 
ткани в детском и юношеском возрасте выше, чем у больных 
старше 25 лет. Понижение активности фермента в связи с воз- 
растом можно объяснить наступлением более выраженных фиб- 
розных изменений и разрастанием соединительной ткани в тон- 
зиллах и стенках сосудов, а также накоплением кислых мукопо- 
лисахаридов у лиц старшего возраста (Н. Д. Вартазарян, 1974). 
Высказано предположение, что гиалуронидаза участвует в ме- 
ханизме ослабления гисто-гематологического барьера миндалин 
детей в условиях патологии, что создает условия для обостре- 
ния хронического тонзиллита и развития метатонзиллярных ос- 
ложнений. 

Гиалуронидазная активность нёбных миндалин в определен- 
ной степени зависит также от частоты обострений и давности за- 
болеваний. К- Г. Шукурян (1966) отметил, что из 24 больных, 
страдающих хроническим тонзиллитом в течение 3 лет, актив- 
ность гиалуронидазы оказалась несколько повышенной у 12 
человек, у 10 — умеренной и только у 2 больных — значительно 
увеличенной. У 36 больных хроническим тонзиллитом с дав- 
ностью заболевания 5 — 8 лет и более активность гиалуронидазы 
была в основном умеренной и значительно повышенной по 
сравнению с показателями в контрольной группе. 

Из 60 обследованных больных почти у половины при повы- 
шенной гиалуронидазной активности СОЭ ускорялась в пределах 
от 17 до 30 мм/ч и отмечался умеренный лейкоцитоз. Оценивая 
эти данные, можно высказать предположение, что ускорение 
СОЭ может зависеть от активности гиалуронидазы. По мере 
отягощения патологического процесса наблюдается активация 
системы гиалуронидаза — антигиалуронидаза, что способствует 
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ускорению всасывания токсинов и патогенных агентов в ткани 
организма из лакун миндалин через кровеносные сосуды в лим- 
фатическую систему. Можно полагать, что в этом процессе, на- 
ряду с тканевой гиалуронидазой, может также принимать учас- 
тие и фермент микробного происхождения. Для подтверждения 
этого предположения К- Г. Шукурян (1966) изучил активность 
гиалуронидазы в различных штаммах гемолитического стрепто- 
кокка, выделенных из глубины крипт и поверхности миндалин. 
Большинство штаммов стрептококка, полученных из различных 
участков нёбных миндалин, обладают способностью расщеплять 
гиалуроновую кислоту, что доказывает наличие в миндаликовой 
ткани гиалуронидазы и микробного происхождения. 

Каков же механизм участия гиалуронидазы в повышении 
проницаемости тканевых структур нёбных миндалин? С помощью 
гистохимических и гистоморфологических методов было уста- 
новлено, что в условиях хронического тонзиллита в результате 
активации гиалуронидазы тканевого и микробного происхожде- 
ния усиливается процесс деполимеризации гиалуроновой кисло- 
ты — основного вещества соединительной ткани. В связи с этим 
создаются условия для усиления проницаемости тканей и сосу- 
дов в очаге воспаления, что, по-виднмому, значительно ослаб- 
ляет гисто-гематологический барьер нёбных миндалин. В ре- 
зультате таких нарушений токсины микробов, микробные тела, 
аллергены могут значительно быстрее и в больших концентра- 
циях поступать в кровеносное русло и вызывать интоксикацию, 
аллергизацию организма и развитие сопряженного с хрониче- 
ским тонзиллитом заболевания. 

В последние годы опубликованы работы по исследованию 
компонентов системы гиалуронизада — антигиалуронидаза в кро- 
ви больных хроническим тонзиллитом. 3. А. Кашеварова (1973) 
указывает, что в сыворотке крови больных при компенсирован- 
ной форме тонзиллита наблюдается небольшое повышение ак- 
тивности гиалуронидазы (34 — 45%), появление гиалуроновой 
кислоты (0,5 — 3,0 мкг/мл) при нормальном показателе антигиа- 
луронидазы (27%). Более существенное нарастание активности 
гиалуронидазы (38 — 55%) и снижение активности антигиалу- 
ронидазы было характерно для больных с субкомпенсированной 
формой заболевания, в анамнезе которых наблюдались перио- 
дические ангины, выраженные местные признаки хронического 
воспаления. У больных с декомпенсированной формой заболе- 
вания отмечено существенное повышение активности гиалурони- 
дазы (40 — 80%) при понижении антигиалуронидазы (8 — 
22%) и увеличении концентрации гиалуроновой кислоты (27 — 
35 мкг/мл). 
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Аналогичная направленность изменений в показателях ком- 
понентов системы гиалуронидаза — антигиалуронидаза в крови 
больных хроническим тонзиллитом отмечена в работах И. П. Да- 
нилова (1962), А. А. Лапы (1973) и др. 

После тонзиллэктомии нормализация показателей системы 
гиалуронидаза — антигиалуронидаза в крови больных хрониче- 
ским тонзиллитом наступала в различные сроки: при субкомпен- 
сированной форме заболевания — на 5 — 7-й день, а при деком- 
пенсированной форме — только спустя 5 — 6 мес. 

Следовательно, при хроническом тонзиллите наблюдаются 
изменения в системе гиалуронидаза — антигиалуронидаза, ком- 
поненты которой наряду с другими биологически активными сое- 
динениями, в частности вазоактивными полипептидами, некото- 
рыми лизосомальными ферментами, катионными белками, игра- 
ют важную роль в механизмах регуляции сосудистой и тканевой 
проницаемости. 

Лизоцим 

Из ферментов, играющих одну из ведущих ролей в естествен- 
ном неспецифическом иммунитете, следует назвать лизоцим 
(мурамидаза, КФ 3.2.1.17). В организме он содержится в слизи- 
стых оболочках дыхательных путей, полости рта, конъюнктиве 
глаз, т. е. в тех тканях, на которые постоянно воздействуют 
микроорганизмы, а также в сыворотке крови, плевральной жид- 
кости, дуоденальном соке (О. В. Бухарин, Н. В. Васильев, 1974). 
Лизоцим обнаружен и в слюнных железах и в их секретах. Из 
секрета околоушной железы препарат лизоцима выделен в очи- 
щенном виде, изучены его физико-химические свойства и амино- 
кислотный состав. 

Концентрация ферментов лизоцина в секрете околоушной 
железы составляет 0,5 мг/100 мл. В смешанной слюне лизоцима 
содержится значительно больше, чем в сыворотке крови и раз- 
личных тканях (К. Н. Веремеенко и др., 1976; Р. Д. Барабаш, 
А. П. Левицкий, 1978). 

Биологическая роль лизоцима не ограничивается только ан- 
тибактериальным действием, он принимает участие в защитных, 
иммунных реакциях организма, в процессах регенерации и за- 
живлении ран полости рта. 

Содержание лизоцима в сыворотке крови и слюне у больных 
хроническим тонзиллитом ниже, чем у здоровых людей. Наиболее 
значительное снижение уровня лизоцима в сыворотке и слюне 
наблюдали у больных с токсико-аллергической формой тонзил- 
лита (А. В. Брофман и др., 1972; 3. С. Шаихов, Б. 3. Жусупов, 


62 


1977). Лизоцим был выявлен и в гомогенатах нёбных миндалин 
(И. А. Аникин, Б. А. Фролов, 1973). 

Изучено содержание лизоцима в сыворотке крови и слюне 
больных после тонзиллэктомии. Установлено, что уровень фер- 
мента в обеих биологических жидкостях нормализовался в раз- 
личные сроки после операции в зависимости от клинической фор- 
мы заболевания — от 6 дней до нескольких недель (А. В. Броф- 
ман и др., 1972; 3. С. Шаихов, Б. 3. Жусупов, 1977). Снижение 
лизоцима в сыворотке крови и особенно в слюне может служить 
показателем хронической инфекции в ротовой полости. Более 
значительное снижение содержания лизоцима в слюне больных 
при токсико-аллергической форме заболевания по сравнению с 
простой можно использовать в качестве дополнительного теста 
дифференциальной диагностики хронического тонзиллита. Низ- 
кое содержание лизоцима до операции в слюне и сыворотке и по- 
вышение его после оперативного вмешательства является пока- 
зателем эффективности проведенной тонзиллэктомии. 

Следовательно, при хроническом тонзиллите наблюдаются 
изменения в обмене веществ, о чем свидетельствуют сдвиги в 
уровне активности протеолитических ферментов с общим и в 
особенности с ограниченным спектром действия, энзимов окис- 
лительно-восстановительных процессов, системы свертывания 
крови и фибринолиза, гиалуронидазы, лизоцима как в тканях 
патологически измененных нёбных миндалин и их функциональ- 
но активных структурных компонентах — лимфоцитах, так и в 
периферической крови и секретах слюнных желез. 

Обнаруженные изменения в отдельных энзиматических си- 
стемах могут рассматриваться как важнейшие патогенетические 
звенья хронического тонзиллита, а определение протеолитиче- 
ских ферментов и их ингибиторов в крови и секретах слюнных 
желез может быть использовано для диагностики, выявления 
метатонзиллярных осложнений, а также оценки эффективности 
терапевтических мероприятий. 


ИССЛЕДОВАНИЕ ФЕРМЕНТОВ 

ПРИ АЛЛЕРГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

ВЕРХНИХ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ 

В последние годы увеличивается частота аллергических забо- 
леваний верхних дыхательных путей (Н. В. Ванюков, 1978), 

В механизме развития аллергических реакций различают три 
стадии (А. Д. Адо, 1976): иммунологическую, патохимическую 
и патофизиологическую. Иммунологическая стадия начинается 
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СХЕМА ОБРАЗОВАНИЯ БИОАКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИИ 
ПРИ АЛЛЕРГИЧЕСКИХ РЕАКЦИЯХ 


ФХ (XII фактор свертывания крови) 


Активная форма 
ФХа 

I 

Активация протеолитических 
проферментов крови 

і I 


КОМПЛЕКС 
АНТИГЕН-АНТИТЕЛО 


Дегрануляция 
''тучных клеток 
4 I I 


Гистамин Серотонин Гепарин 


Активация комплемента 


Плазмин Калликреин * 

I | Лизис клеток 

4- і и освобождение 

Кининоген биосоединений 

4 

Кинины 


(повышение проницаемости ка- 
пилляров, отек слизистой обо- 
лочки, эмиграция лейкоцитов, 
бронхоспазм) 

при первом контакте организма с аллергеном и заканчивается 
образованием комплекса антиген — антитело, что вызывает изме- 
нения в биохимизме клеток. 

При патохимической (биохимической) стадии вследствие ак- 
тивации ряда гидролитических ферментов освобождаются ме- 
диаторы (см. схему на с. 64). Образовавшийся комплекс анти- 
ген — антитело вначале активирует систему комплемента, что при- 
водит к лизису клеток и освобождению биологически активных 
соединений. Комплекс антиген — антитело активирует также про- 
теолитические ферменты крови и в первую очередь XII фактор 
свертывания крови (ФХ), активная форма которого (ХІІа) ка- 
тализирует превращение плазминогена и прекалликреина соот- 
ветственно в плазмин и калликреин, которые освобождают ки- 
нины из кининогена. Повышается содержание простагландинов, 
поскольку кинины способствуют их синтезу (Регга^по, 1972). 
Комплекс антиген — антитело вызывает дегрануляцию тучных 
клеток соединительной ткани, которые выделяют медиаторы ал- 
лергических реакций — гистамин, серотонин, гепарин. Так воз- 
никают реакции немедленного типа. 

При аллергических реакциях замедленного типа происходит 
контакт лимфоцитов с аллергеном. Активированный антигеном 
Т-лимфоцит выделяет ряд биоактивных соединений — лимфоки- 
нов, которые проявляют высокую активность и воздействуют на 
иммунокомпетентные клетки и ткани (А. Е. Вершигора, 1975; 
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Эе \Ѵеск, 1975). Распад лейкоцитов благоприятствует выделению 
из лизосом различных ферментов, разрушающих белки, углево- 
ды, липиды и др. 

Существенной особенностью течения биохимической фазы 
аллергической реакции является быстрое нарастание процесса, 
связанное с каскадным механизмом образования биологически 
активных соединений. 

Патофизиологическая стадия (или стадия функциональных и 
структурных изменений) аллергической реакции наступает в 
результате действия биологически активных соединений, осво- 
бождающихся в организме при патохимической стадии аллерги- 
ческого процесса. При этом возникают функциональные и струк- 
турные нарушения. Освободившийся гистамин вызывает отек, 
зуд, эритему, сокращение гладкой мускулатуры, спазм бронхов, 
снижение артериального давления. 

В биохимической стадии аллергической реакции существен- 
ную роль играют протеиназы, проявляющие свою активность как 
прямым, так и косвенным образом. Они способны вызывать 
сокращение гладкой мускулатуры. Ігаѵапі и соавторы (1977) изу- 
чали в опытах іп ѵііхо действие трипсина, химотрипсина и фицина 
на диаметр просвета бронхов на изолированном трахео-брон- 
хиальном дереве крыс и показали, что все три фермента вызы- 
вали сужение просвета бронхов. Использование трасилола (ин- 
гибитора протеиназ) полностью блокировало действие трипсина 
и химотрипсина. 

Фибринолитическая активность плазмы у больных бронхи- 
альной астмой была значительно выше, чем в контрольной груп- 
пе, что свидетельствует об участии ферментов протеолиза, в 
частности фибринолиза, в патогенезе аллергии (СЬугек-Вогоѵѵ- 
зка и соавторы, 1969). 

М. С. Суровикина (1971), СНугек-Вого\ѵзка и соавторы (1973), 
Ко5І\ѵого\узка (1974) полагают, что решающую роль в освобож- 
дении гистамина в результате нарушения связывающих его вну- 
триклеточных структур играют протеолитические ферменты. Это 
положение подтверждено в ряде экспериментальных работ. 
В опытах на морских свинках установлено, что внутрикожное 
введение бактериального протеолитического фермента субтили- 
зина в течение 3 нед повышает концентрацию гистамина в пе- 
чени и ткани уха (Тоіоз и соавторы, 1975). Зазакі (1975) в опы- 
тах іп ѵііго показал, что обработка изолированных тучных клеток 
крыс а-химотрипсином способствует высвобождению из них ги- 
стамина. Доказательства этого получены в исследованиях, в 
которых а-химотрипсин выдерживался со специфическим инги- 
битором: потеря энзиматической активности сопровождалась 


3 635 


65 


СХЕМА ОБРАЗОВАНИЯ И ИНАКТИВАЦИИ КИНИНОВ 


Ш Ѵ1ТКО 

Прекалликреины 

крови 

Контакт со стеклом, 
каолином, при воздейст- 
вии трипсина, 
плазмина 

Ф ^ 

Калликреины «-Ингибиторы калликреинов 

І 

Кининоген (ы) 

Кининазы 

I 

Кинины 

исчезновением способности фермента стимулировать освобожде- 
ние гистамина. 

Особым свойством ферментов протеолиза является их спо- 
собность катализировать образование и распад кининов — ме- 
диаторов аллергических реакций. Они образуются в крови, тка- 
нях и межтканевой жидкости во всех органах человека и 
животных (М. С. Суровикина, 1971; К. Н. Веремеенко, 1977; 
Еізеп, 1969). Кинины, аналогично гистамину и серотонину, но 
в количествах в десятки раз меньших, повышают проницаемость 
тканей, вызывают отек, усиливают эмиграцию лейкоцитов и хе- 
мотаксис. 

В организме кинины образуются при участии сложных си- 
стем протеолитических ферментов, активаторов и ингибиторов 
(см. схему на с. 66). 

Кинины в незначительном количестве действуют на тонус 
кровеносных сосудов и гладкой мускулатуры, проницаемость 
клеточных мембран, стимулируют деятельность сердца, усили- 
вают потребление кислорода в миокарде, участвуют в развитии 
воспалительной и аллергической реакции. 

На органы дыхания кинины оказывают специфическое дейст- 
вие, влияя на гемодинамику малого круга кровообращения и 
гладкие мышцы трахео-бронхиального дерева (М. С. Суровики- 
на и соавт., 1972). Обнаружено бронхоконстрикторное действие 
кининов, механизм которого еще не известен. Предполагают как 
прямое влияние этих пептидов на гладкие мышцы бронхов, так 
и опосредованное путем возбуждения специальных рецепторов, 
локализованных в гладких мышцах или слизистой оболочке 
бронхов. Сенсибилизированные животные и люди, больные ал- 
лергическими заболеваниями, особенно чувствительны к брон- 


Ш Ѵ1ѴО 

Прекалликреины 
тканей, крови 
* 

I 

ФХ, плазмин, трипсин, 
сдвиг рН в кислую сторону 


66 


хоконстрикторному влиянию брадикинина, который тормозит 
функцию мерцательного эпителия. 

Н. А. Федосеева, Н. В. Беляков (1971), А. Д. Адо (1976), 
Аве и соавторы (1967), Ьик)ап и соавторы (1972) указывают на 
роль кининов в патогенезе аллергических заболеваний. Особый 
интерес представляют исследования компонентов кининовой си- 
стемы при аллергических заболеваниях верхних дыхательных 
путей, в частности при аллергических ринитах. Аллергические 
риниты — это хронические заболевания, которые в зависимости 
от длительности течения делятся на две группы: 1) острые, или 
сезонные, связанные со временем цветения определенных расте- 
ний, и 2) постоянные, когда человек непрерывно контактирует 
со специфическими раздражителями, к которым имеется извра- 
щенная чувствительность. 

К. Н. Веремеенко и соавторы (1974) исследовали активность 
протеолитических ферментов и компонентов кининовой системы 
в общем кровотоке 42 больных, страдавших аллергическими ри- 
нитами от 6 мес до 15 лет. У больных с хроническими инфекцион- 
но-аллергическими риносинуитами сенсибилизация организма, 
выявляемая по данным кожных проб, была вызвана в основном 
антигенами стафилококка (белого и золотистого) и (5-гемолити- 
ческого стрептококка; у лиц с острыми сезонными заболева- 
ниями (поллинозами) — пыльцой трав: тимофеевки, ежи, овся- 
ницы, лисохвоста, райграса, костра и лебеды в различном их 
сочетании. 

У больных хроническими инфекционно-аллергическими рини- 
тами общая протеолитическая активность сыворотки крови, 
выявляемая по расщеплению протамина, была достоверно повы- 
шена, БАЭЭ-эстеразная активность не изменена (табл. 24). Со- 
держание ингибиторов протеолиза — аг-МГ и общая антипро- 
теолитическая активность в этой группе больных и у больных 
поллинозом в остром периоде заболевания повышались, что мож- 
но трактовать как защитную реакцию организма в ответ на 
активацию протеолиза. 

У больных инфекционно-аллергическим ринитом и поллино- 
зом в стадии обострения наблюдаются отчетливые изменения в 
показателях кининовой системы плазмы крови. Активность ки- 
нинобразующего фермента в среднем повышена в 2,3 раза. Она 
значительно возрастает у больных с длительным, упорным те- 
чением, с резко выраженной сенсибилизацией организма (поло- 
жительные кожные пробы на антигены стафилококка и стрепто- 
кокка, повышенное количество эозинофилов в крови и носовом 
секрете), а также при наличии у них очагов хронической инфек- 
ции, чаще всего хронического тонзиллита. Активность кининобра- 
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Актив- 

ность ки- 
ниназы, 
нмоль ГЛ/ 

(мин. мл) 

*— со о ^ со 

со о см о см о — 

-МА -НА-НАН- 

со 0 - ^ О. ю СХ о 

— ^ оо о> 

со СМ СМ СМ 

Кининоген, 
мкг бра- 
дикинина/ 
мл 

2,1 ±0,27 

Р<0,2 

2,1 ±0,23 

Р < 0,02 

3,6 ±1,0 

Р>0,5 

3,5 ±0,5 

я 

я 

01 

о. 

я 

я 

<=; 

я 

* 

в % от об- 
щей БАЭЭ- 
эстеразной 
активнос- 
ти 

о о «о 8 еч_ о ю . 

•± о' с\Г о' см” о' ® 

± V ±1 V ± II + 1 

й а °° а — а ±- 

СМ — • — I 4 - 

БАЭЭ-эс- 
теразная, 
актив- 
ность, 
нмоль БА/ 
(мин. мл) 

55 ±7,0 

Р <0,001 

43 ±7,6 

Р < 0,02 

33±3,2 

Р<0,05 

24 ±2 

Общая 

антитрип- 

тическая 

актив- 

ность, 

мкг/мл 

2245 ±97 
Р<6,05 

2420 ±95 
Р<0,01 
1671 ±80 
Р>0,5 
1800 ±90 

а 2 — мак- 
рог лобу- 
лин, мг% 

294 ± 13 
Р<0,02 

300 ±2,5 
Р>0,1 
280 ± 18 
Р>0,1 
250 ±9 

БАЭЭ-эсте- 
разная ак- 
тивность, 
нмоль 

БАДмин.мл) 

331 ±39 
Р>0,5 

366 ±46 
Р>0,5 
326 ±33 
Р>0,5 
340 ±10 

Протамин- 
расщепля- 
ющая ак- 
тивность. 

мкмоль 
антинина/ 
100 мл 

6.7 ±0,3 

Р < 0,05 

5.8 ±0,4 
Р>0,5 

6,5±0,5 

Р>0,1 

5,7±0,3 
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зующего фермента у 
больных поллинозом 
зависит от периода за- 
болевания: на высоте 
острого приступа она 
выше, чем при его сти- 
хании (когда сезон цве- 
тения трав, к пыльце 
которых повышена чув- 
ствительность, был на 
исходе) . 

Содержание кинино- 
гена (предшественника 
кининов) у больных 
обеих групп достоверно 
снижено, что может 
быть показателем его 
превращения в актив- 
ный кинин. Активность 
карбоксипептидазы N 
(кининазы) в сыворот- 
ке крови несколько из- 
меняется, но статисти- 
чески недостоверно. 

Таким образом, ак- 
тивация протеиназ и 
кининовой системы 
плазмы крови, воз- 
можно, является одним 
из факторов, ответ- 
ственным за клиниче- 
ские признаки забо- 
левания — гиперемию 
слизистой оболочки, 
резкий ее отек, усилен- 
ный процесс экссуда- 
ции и др. У боль- 
ных инфекционно-ал- 
лергическим хрониче- 
ским риносинуитом, по 
сравнению с больны- 
ми поллинозами, выяв- 
лены нарушения более 
глубокого характера, 
проявляющиеся в изме- 


нении всех исследуемых ингредиентов кининоген-кининовой 
системы. По-видимому, это результат хронического течения за- 
болевания, длительности контакта организма больного с аллер- 
геном, а также наличия микробного компонента воспаления. 
У больных поллинозами изменения основных компонентов на- 
блюдаются лишь в остром периоде заболевания. Состояние 
ремиссии характеризуется нормальными показателями боль- 
шинства исследуемых ингредиентов. 

Исключение составляет калликреин, активность которого ос- 
тается в 1,3 раз выше, чем в норме, что может свидетельствовать 
о состоянии «повышенной» готовности организма больного к ре- 
цидиву заболевания при новом контакте с «причинным» аллер- 
геном. 

При аллергических заболеваниях верхних дыхательных пу- 
тей исследована также активность протеиназ в лейкоцитах крови 
(К. Н. Веремеенко и соавт., 1978). Суспензия и гомогенаты 
лейкоцитов содержали протеолитические ферменты, функцио- 
нирующие как в кислой (рН 3,5, субстрат гемоглобин), так и в 
нейтральной среде (рН 7,5 — 8,6, субстраты казеин, протамин, 
БАЭЭ и ТАМЭ). Обследованы две группы больных: с хрони- 
ческим инфекционно-аллергическим риносинуитом и с острыми 
заболеваниями — поллинозами в стадии обострения процесса и 
ремиссии. Диагноз аллергической ринопатии ставился на основе 
генопатической семейной отягощенности, пароксизмального ха- 
рактера профузной секреции с секреторной эозинофилией, поло- 
жительных кожных проб с микробными и пыльцевыми аллерге- 
нами. В затруднительных для диагностики случаях проводились 
провокационные назальные пробы с предполагаемыми «винов- 
ными» аллергенами. У больных наблюдались изменения, завися- 
щие от формы заболевания и объекта исследования (табл. 25). 
При инфекционно-аллергическом рините в суспензии лейкоцитов 
снижалась ПРА. Такая же закономерность отмечена в гомоге- 
натах лейкоцитов и суспензии у больных поллинозом в остром 
периоде. 

У больных с хронической формой заболевания — инфекцион- 
но-аллергическими ринитами — изучено распределение прота- 
минрасщепляющей активности в различных субклеточных фрак- 
циях лейкоцитов, полученных методом дифференциального цен- 
трифугирования (табл. 26). 

Все субклеточные фракции лейкоцитов, за исключением раст- 
воримой цитоплазматической, у доноров и больных хроническим 
инфекционно-аллергическим ринитом способны расщеплять бел- 
ковый субстрат протамин. В большей степени это присуще про- 
теазам лизосом и микросом и в меньшей мере — энзимам ядер. 
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Таблица 2 5. Активность нейтральных протеиназ лейкоцитов у больных 
аллергическими ринитами 



Активность, нмоль аргининаДминмг 

белка) 

Обследуемые 

суспензия 

гомогенат 


М±ш 

р 

М ± гл 

Р 

Больные хроническим 

2,4 ±0,22 

<0,001 

12, 6 ±1,25 

>0,5 

инфекционно-аллерги- 
ческим риносинуитом 

Больные поллинозами: 
острый период 

3,0 ±0,30 

<0,01 

8,6 ±0,92 

<0,05 

состояние 

3,5 ±0,52 

> 0,5 

15, 0± 2,41 

>0,5 

ремиссии 

Доноры 

4,3 ±0,36 

— 

13, 2 ±1,80 

— 


Таблица 2 6. Протеолитическая активность в субклеточных фракциях лей- 
коцитов 


«Тракции 

Активность, нмоль аргининаДмин. мг белка) 

Доноры 

М±т 

Больные 

М±тп 

Р 

Ядерная 

9,6 ±2,3 

7,0 ±1,80 

>0,5 

Митохондриальная 

15,5 ±2,8 

8,4 ±1,40 

<0,05 

Лизосомальная 

26,8 ±5,0 

1 1 ,7 ± 1 ,67 

<0,05 

Микросомальная 

25,0 ±5,5 

18,3 ±2,40 

<0,2 

Растворимая 

1,4 ±0,6 

0 

— 

Гомогенат 

13.1 ± 1,5 

1 2,5 ± 1,10 

>0,5 


Отсутствие ПРА в растворимой фракции дает возможность 
предположить наличие в ней ингибиторов протеиназ. В лизосо- 
мальной и митохондриальной фракциях активность ферментов у 
больных значительно ниже, чем у здоровых людей. 

В гомогенатах лейкоцитов у больных хроническим инфекци- 
онно-аллергическим ринитом и больных поллинозами в состоя- 
нии обострения активность катепсинов (рН 3,5) значительно 
снижена и составляет соответственно 0,14 мкмоль и 0,13 мкмоль 
по сравнению с этими показателями у доноров (0,27 мкмоль/ 
(мин. мг). 

Среди ферментов лейкоцитов особый интерес представляют 
энзимы кининовой системы, являющиеся важным звеном в гу- 
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Таблица 2 7. Кининогеназная активность гомогенатов лейкоцитов в кис- 
лой и слабощелочной среде 


Обследуемые 

Активность кининогеназ, нг брадикинина/ 

(мг белка -ч) при 

рН 2,5 

рН 7,6 

М±т 

р 

М±т 

Р 

Больные хроническим 

136,0±31,0 

<0,01 

142±38 

>0,1 

инфекционно-аллергиче- 





ским ринитом 





Больные поллинозом: 





ремиссия 

72,0 ±23 

<0,05 

147 ±21 

<0,05 

обострение 

0 


24 ±6 

<0,02 

Доноры 

21,9±4,8 


80 ±19 



моральной регуляции функций организма (Оаѵіез и соавторы, 
1971; Еп^іетап, (ЗгеепЬаит, 1971; \Ѵеі$зтапп и соавторы, 1972; 
Вескег, 1976). 

Согласно данным К. Н. Веремеенко и соавторов (1978), оп- 
тимум кинйногеназной активности гомогенатов лейкоцитов у 
доноров и больных риносинуитами находится при двух значениях 
рН среды: в кислой зоне — рН 2,5 и слабощелочной — рН 7,6. 
У больных поллинозами в стадии обострения (в сезон цветения 
растений) активность фермента в кислой зоне рН практически 
отсутствует, максимум активности найден в зоне рН 7,6 
(табл. 27). 

В кислой зоне рН средние значения активности кининогеназы 
у доноров значительно ниже, чем в слабощелочной. У больных 
хроническим инфекционно-аллергическим ринитом активность 
кининобразующего фермента в кислой зоне рН значительно по- 
вышена по сравнению с донорами. 

Можно предположить, что в условиях обострения аллергиче- 
ских реакций происходит лабилизация мембран лейкоцитов, с 
которыми, возможно, связаны кининогеназы. Последние освобо- 
ждаются и под влиянием комплекса антиген — антитело. В этих 
случаях ферменты могут поступать из лейкоцитов в жидкую 
часть крови. Об этом свидетельствует факт нарастания актив- 
ности калликреина в сыворотке крови у больных аллергически- 
ми ринитами (К. Н. Веремеенко и еоавт., 1974). В плазме крови 
кининогеназы взаимодействуют с кининогеном плазмы с обра- 
зованием вазоактивных полипептидов — кининов. Это вызывает 
как общие реакции организма (повышение температуры тела, 
СОЭ), так и местные (усиленная экссудация желез, гиперемия, 
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резкий отек слизистой оболочки, обильное пропитывание тканей 
транссудатом). Необходимо также учитывать возможность про- 
лонгированного действия кининов в плазме крови в результате 
снижения активности кининаз, что отмечали некоторые исследо- 
ватели у больных бронхиальной астмой (СЬугек-Воголѵзка и со- 
авторы, 1973). 

Для выяснения механизмов развития аллергических реакций 
верхних дыхательных путей важным является исследование фер- 
ментных систем не только в общем кровотоке, но и в секрете 
слизистой оболочки носа. В клетках слизистой оболочки проис- 
ходит первый контакт возбудителя с макроорганизмом, реакция 
антиген — антитело. 

Аллерген соединяется с находящимися на тучных клетках 
реагинами, что приводит к дегрануляции клеток и освобожденшо 
биологически активных веществ. Наряду с эозинофилией это яв- 
ляется признаком, характерным для аллергического воспаления 
(М. Ф. Королев, И. А. Заец, 1972). 

Защитная роль определяется функцией слизистой оболочки, 
в частности двигательной способностью мерцательного эпите- 
лия, которая у больных аллергическими заболеваниями снижена 
в значительной мере (А. И. Корниенко, А. Е. Подольский, 1974). 
У больных аллергическими ринитами при обострении процесса 
отмечается большее отторжение бокаловидных клеток по сравне- 
нию с мерцательными. Секрет слизистой оболочки носа содержит 
нейтральные кислые и сульфатированные мукополисахариды, 
которые оказывают ингибирующее влияние на иммунный ответ 
(В. П. Быкова, 1974). 

Ряд публикаций свидетельствует о наличии в секрете слизи- 
стой оболочки носа моноаминооксидазы (МАО), катализирую- 
щей окислительное дезаминирование серотонина. Фермент связан 
с митохондриями, особенно высокой активностью МАО обладают 
железистые структуры, в частности покровный респираторный 
и железистый эпителий слизистой оболочки носа и придаточных 
пазух. При развитии воспалительной реакции увеличивается 
секреция фермента, на высоте острого процесса активность фер- 
мента снижается, особенно в респираторном эпителии (В. П. Бы- 
кова, 1971). 

В секрете слизистой оболочки носа присутствует лизоцим, 
играющий важную роль в неспецифической защите организма. 
Согласно нашим данным, его концентрация колеблется от 20 до 
60 мкг/белка, составляя в среднем 45 мкг/мг белка. 

С целью выяснения роли компонентов кининовой системы в 
механизме развития аллергических реакций верхних дыхатель- 
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Таблица 2 8. П ротеолитическая активность и содержание некоторых ком- 
понентов кининовой системы в секрете слизистой оболочки носа больных ал- 
лергическими ринитами (М+т) 


Обследуемые 

Протаминрас- 
щепляющая 
активность, 
мкмоль арги- 
нина/мг белка 

Антитрипти- 
ческая 
активность, 
мкг/мг белка 

Содержание 
свободных ки- 
нинов, нг/мг 
белка 

Активность 
кининазы, нг 
бра дикинина/ 
(мг-ч белка) 

Больные хроническим 

0,31 ±0,03 

45 ± 5,4 

2—100 

27 ±2,0 

инфекционно-аллерги- 

Р>0,5 

<0,05 

— 

— 

ческим ринитом 

Больные 

поллинозом: 

обострение 

0,24 ±0,02 

20 ±2,5 

2—10 

27 ±3,0 

Р<0,01 

<0,05 

— 

— 

состояние 

0,16 ±0,04 

21 ±3 

4-11 

18 ±3,0 

ремиссии 

Р< 0,001 

<0,05 

— 

<0,001 

Доноры 

0,30 ±0,003 

30 ±3,7 

Не обнаружено 

27 ±1,5 


ных путей изучались показатели этой системы в носовом секре- 
те больных аллергическими риносинуитами. 

В носовом секрете обнаружены протеолитические ферменты 
с протаминрасщепляющим действием и кининазной активностью 
(табл. 28). У больных поллинозом в остром периоде заболевания 
и в состоянии ремиссии активность протеиназ и антитриптиче- 
ская активность падает. Аналогичная картина наблюдается и в 
активности кининогеназы, которая у больных хроническими ин- 
фекционно-аллергическими ринитами и у больных поллинозами 
в остром периоде значительно снижена. У части больных всех 
групп в носовом секрете определяются свободные кинины, со- 
держание которых значительно варьирует. Из 41 обследованного 
больного инфекционно-аллергическим ринитом у 16 обнаружены 
кинины, обладающие окситоциноподобным эффектом. Уровень 
их колебался в пределах от 2 до 100 нг/мг белка секрета; из них 
у 11 больных были обнаружены сопутствующие очаги хрониче- 
ской инфекции (чаще всего хронической тонзиллит, гепатохоле- 
цистит). Длительность заболевания у этих больных была более 
8 лет, наблюдалось тяжелое течение заболевания — частые обо- 
стрения, протекающие с выраженными клиническими проявле- 
ниями, по преимуществу они страдали гиперсекреторной формой 
заболевания. У 10 больных была резко выраженная сенсибили- 
зация организма: интенсивные кожные пробы (Н — | — К + + + + ) 
на антигены стафилококка и стрептококка, повышенное 
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содержание эозинофилов в периферической крови и носовом сек- 
рете. Из 3 больных с наиболее высокими показателями кининов 
у 2 риниту сопутствовала бронхиальная астма, у 1 — часто ре- 
цидивировала крапивница. 

Наряду с протеолитическими ферментами в секрете слизи- 
стой оболочки носа выявлены ингибиторы протеиназ, что соот- 
ветствует данным других исследователей (НосЬзІгаззег и соавт., 
1971; 1972; КеісЬегІ и соавт., 1972; \Ѵег1е и соавт., 1972; Казсііе 
и соавт., 1972), показавшими, что ингибитор слизистой оболочки 
носа угнетает трипсин, химотрипсин, проназу, протеиназу лей- 
коцитов. Этот низкомолекулярный пептид называют лизининги- 
битором, так как его активность обусловлена определенным ос- 
татком лизина в активном центре. Полагают, что ингибитор сек- 
рета выполняет защитную функцию — угнетает протеиназы, 
освобождающиеся из лейкоцитов при воспалительных процессах. 
Кроме того, он, вероятно, защищает мерцательный эпителий 
носовой и околоносовой области от возможного действия фер- 
ментов разрушенных лейкоцитов путем комплексообразования 
с протеиназами. 

Снижение концентрации ингибиторов протеиназ в носовом 
секрете, выявленное у больных поллинозом, по-видимому, мож- 
но объяснить освобождением протеолитических ферментов и «пе- 
рерасходом» ингибиторов на нейтрализацию их активности. 

Представленные выше данные об активации протеиназ в об- 
щем кровотоке и пораженных тканях послужили основанием для 
разработки методов применения ингибиторов протеолиза, бло- 
кирующих образование кининов и других вазоактивных веществ. 

ФЕРМЕНТЫ ПРИ ДРУГИХ ЛОРЗАБОЛЕВАНИЯХ 

Разработка патогенетического лечения — это основная цель 
всех исследований, направленных на изучение этиологии, тече- 
ния и всех особенностей, присущих тому или иному заболева- 
нию. Эта задача еще далеко не разрешена для целого ряда 
заболеваний органа слуха, в том числе и для таких широко рас- 
пространенных заболеваний, как хронические экссудативные 
отиты, отосклероз, поражения звуковоспринимающего аппара- 
та — т. е. именно тех болезней уха, которые ответственны за 
подавляющее большинство случаев тяжелых дефектов слуховой 
функции. 

Учитывая значение ферментов в функции органов, тканей и 
клеток организма, исследователи стали уделять более присталь- 
ное внимание особенностям функциональной активности фер- 
ментных систем при хронических заболеваниях уха. В послед- 
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нее время высказана новая точка зрения на патогенез отоскле- 
роза, в которой важная роль отводится активности фермента- 
тивных систем (Саиззе и соавт., 1973, 1974, 1976). 

Впервые предположение о том, что отосклероз может обу- 
словить поражение слухового рецептора в результате токсическо- 
го воздействия на клетки кортиева органа «продуктов обмена» 
очага, поступающих в лабиринтные жидкости, высказал ЗіеЬеп- 
гпапп (1899). Эту гипотезу подтвердили Саиззе, СЬеѵапсе (1961, 
1969), СЬеѵапсе, Саиззе, Вег^ез (1976), 5ЬатЪаи§Ь, Саиззе 
(1974) и другие авторы. Согласно их данным, в основе развития 
отосклероза лежат сдвиги в ферментных системах. Образование 
капилляров и высокая васкуляризация отосклеротической кости 
при активно протекающем заболевании сопровождаются увели- 
чением притока гистиоцитов, которые в значительно большей 
степени, чем остеокласты, ответственны за лизис окружающей 
очаг костной ткани, ибо литический процесс осуществляется при 
участии ферментов гистиоцитарных клеток. В перилимфе, взя- 
той у больных отосклерозом, в 70 — 75% случаев из 224 проб 
Саиззе, СЬеѵапсе (1973) выявили высокую протеолитическую 
активность, которая коррелировала с выраженностью нейросен- 
сорного компонента тугоухости. Магііп, СЬеѵапсе (1978), изучив 
систему ингибиторов протеаз крови у больных отосклерозом и 
здоровых лиц, не выявили достоверных различий. На этом осно- 
вании и с учетом ранее проведенных исследований авторы за- 
ключили, что протеиназы, повреждающие внутреннее ухо у боль- 
ных отосклерозом, надо искать в гистиоцитах отоспонгиозного 
очага. 

С помощью микроэлектрофореза в перилимфе больных ото- 
склерозом выявлены ферменты: кислая фосфатаза (КФ), ЛДГ, 
рибонуклеаза, а-химотрипсин, коллагеназа. Последние два фер- 
мента обладают высокой протеолитической активностью, и это 
дало авторам основание сделать вывод об их основной ответст- 
венности за поражение внутреннего уха при отосклерозе. СЬе- 
ѵапсе и соавторы (1976) установили в эксперименте на морских 
свинках, что трипсин оказывает повреждающее действие на во- 
лосковые клетки кортиева органа. Методом электронной кохлео- 
графии они показали, что интенсивность и протяженность по- 
вреждения волосковых клеток, в основном наружных, зависит 
от концентрации трипсина. 

Саиззе и соавторы (1977) сформулировали такую концепцию: 
нарушение равновесия протеиназ и их ингибиторов в отосклеро- 
тическом очаге приводит к повышению активности ферментов в 
различных отделах внутреннего уха; в зависимости от локали- 
зации очага в капсуле лабиринта клинически проявляется 
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специфический ответ в виде преобладания кондуктивного пораже- 
ния слуха — если очаг локализуется у края окна преддверия, 
появляются соответствующие симптомы (неуверенность походки, 
головокружение и т. п.). Последнее подтверждается также иссле- 
дованиями ОЬогауеЪ, ЬіпіЬісит (1978). С этих позиций Саиззе и 
соавторы (1973) объясняют инактивирующее действие фтористо- 
го натрия на отосклеротический очаг не столько ускоренной ре- 
кальцификацией последнего и образованием практически нераст- 
воримого в тканевых жидкостях фтористого апатита в основном 
веществе очага, сколько способностью фтора тормозить и по- 
давлять активность протеолитических ферментов. Было изучено 
іп ѵііхо действие фтористого натрия на протеолитическую актив- 
ность 66 проб перилимфы. В 45% случаев выявлено выраженное 
тормозящее действие фтора на активность фермента, определя- 
емую по растворению желатинового покрытия фотопленки при 
нанесении на нее проб перилимфы (Асіашз, Ти^ап, 1961). 

Достигнутую более чем у половины больных кохлеарным 
отосклерозом, леченных длительным приемом фтористого на- 
трия, стабилизацию слуха Саиззе и СЬеѵапсе (1973) объясняют 
его антиферментным действием. 

ЗЬатЪаи^Ь и Саиззе (1974) утверждают, что цитотоксические 
рассасывающие костную ткань энзимы могут быть выявлены по 
периферии активно растущего отоспонгиозного очага, где пре- 
имущественно сосредоточены продуцирующие их гистиоциты и 
остеокласты. Эти энзимы диффундируют из очага в жидкости 
внутреннего уха через эндост улитки или (что авторы считают 
менее вероятным) проникают в пери- и эндолимфу по кост- 
ным канальцам из очага, еще не достигшего эндоста. Пробы 
перилимфы, взятые при слуховосстановительных операциях у 
больных отосклерозом, показали высокую корреляцию между 
активностью обнаруженных в ней энзимов и степенью пораже- 
ния внутреннего уха. До операции больные находились под кон- 
тролем в течение 2 лет, проходя полное аудиологическое обс- 
ледование каждые 6 мес. Ранее высказанная концепция о па- 
тогенетическом значении при отосклерозе сдвигов в фермента- 
тивной активности перилимфы подтверждена СЬеѵапсе и Саиззе 
(1976). 

В патогенезе отосклероза большое значение имеют процессы 
оссификации и минерального обмена, оказывающие влияние на 
степень активности, рост и структуру отосклеротического очага. 
Среди ферментов, участвующих в процессах фосфорно-кальцие- 
вого обмена и оссификации, особого внимания заслуживает фер- 
мент гидролитического действия — щелочная фосфатаза (ЩФ). 

СЬеѵапсе (1961), Ріссі (1961), Л. Г. Сватко (1974) отметили. 
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что в клеточных элементах отосклеротического очага — остеоци- 
тах, остеобластах и молодых фибробластах — активность ЩФ 
повышена; это свидетельствует об активации остеобластических 
процессов. 

Нарушение процесса остеогенеза составляет сущность общей 
скелетной патологии — озіео^епезіз ітрегіесіа, с которым неко- 
торые исследователи пытались связывать и отосклероз (Аіітапп, 
КогпГеІб, 1967). Однако более поздние биохимические исследо- 
вания активности ферментов, участвующих в катализе обменных 
процессов в соединительной ткани, в том числе и процессов остео- 
генеза, показали, что при отосклерозе значительно повышена 
активность только ЩФ, в то время как при несовершенном 
остеогенезе выявлены глубокие изменения активности ЛДГ и 
фосфофруктокиназы (НоІбзхѵогіЬ и соавторы, 1973). 

Наряду с локальными изменениями (в отосклеротическом 
очаге) выявлены также сдвиги в активности ферментов в общем 
кровотоке. Л. И. Волохонская, В. А. Гукович (1967, 1970) у боль- 
шинства больных отосклерозом с незрелыми очагами выявили 
достоверное повышение активности ЩФ, содержания кальция 
при одновременном снижении неорганического фосфора в сыво- 
ротке крови. Высокую активность ЩФ в сыворотке крови и кост- 
ной ткани больных отосклерозом установили также В. П. Фоми- 
на-Косолапова (1965), Н. Е. Плотникова и соавторы (1966), 
Зоііег и соавторы (1969) и др. Эти данные указывают на значе- 
ние в патогенезе отосклероза изменений в активности этого фер- 
мента. 

К- Н. Веремеенко, Л. И. Волохонская (1972) исследовали 
изоферменты ЩФ в сыворотке крови у 64 больных отосклерозом. 
С помощью гельфильтрации на сефадексе 0-200 у больных вы- 
явлен один ее изофермент, связанный с 7$-протеинами, а у здо- 
ровых людей имеются две фракции белков 75 и 195, обладающие 
ферментативной активностью. Обнаружена высокая чувствитель- 
ность изофермента ЩФ больных к температурному воздействию 
и влиянию мочевины. В связи с этим высказано предположение, 
что источником изофермента сывороточной ЩФ при данном за- 
болевании является костная ткань. 

Многие отохирурги, занимающиеся слуховосстановительными 
операциями при отосклерозе, отмечают в первые дни после вме- 
шательства снижение слуха, которое нельзя объяснить ни обту- 
рацией наружного слухового прохода кровяным сгустком, ни 
преходящим реактивным отеком слизистой оболочки среднего 
уха и барабанной перепонки. При ревизиях барабанной полости, 
проводимых как в послеоперационном периоде, так и в более от- 
даленные сроки, выявлено, что причиной резкого снижения слуха 
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была иммобилизация звукопроводящего механизма сгустками 
фибрина, превращавшимися впоследствии в шварты, сращения и 
гранулемы овального окна (А. И. Коломийченко и соавторы, 
1963; В. Ф. Никитина, 1970; В. А. Гукович, 1972; Н. А. Преобра- 
женский, О. К. Патякина, 1973; Собу и соавторы, 1967; Оасек 
1970). Для выяснения причины этого явления были изучены ком- 
поненты системы фибринолиза (К. Н. Вепемеенко и соавторы, 
1968; М. А. Хлечас, 1965). Было установлено отчетливое пони- 
жение активности фибринолитической системы крови у больных 
отосклерозом, еще более выраженное в послеоперационный пе- 
риод. Об этом свидетельствовало снижение спонтанной фибри- 
нолитической активности, содержания плазмина и никотиновой 
кислоты. Кроме того, наблюдалось повышение активности свер- 
тывающей системы крови. Эти факторы объясняют склонность 
к быстрому образованию сгустков крови и замедленному их рас- 
сасыванию в послеоперационном периоде, что способствует их 
организации, приводящей к ограничению подвижности цепи слу- 
ховых косточек и барабанной перепонки. Это послужило основа- 
нием к применению активатора фибринолиза — никотиновой ки- 
слоты с лечебной целью в первые дни после слуховосстановитель- 
ных операций у больных отосклерозом (И. Л. Зарицкая, 1964). 
Имеются также единичные работы по изучению ряда ферментов 
при воспалительных заболеваниях среднего уха. Раіѵа, Каипіо 
(1975) изучили активность ЛДГ, МДГ, аспартат-аминотрансфе- 
разы (КФ 2. 6.1.1), аланинаминотрансферазы (КФ 2.6.1. 2), КФ 
в пунктатах из среднего уха, активность которых в 20 — 30 раз 
выше, чем в сыворотке крови, в то время как активность эстераз 
ниже. В мукоидном содержимом среднего уха при некоторых 
формах хронического секреторного отита в эпителиальных клет- 
ках, слизистых железах обнаружено много кислых и нейтраль- 
ных мукополисахаридов, присутствием которых авторы объясня- 
ют мукоидный характер экссудата. Аналогичные данные полу- 
чили Работ и соавторы (1976), исследуя содержание белков в 
экссудате из среднего уха у детей с гиперсекреторным отитом. 

Зепіигіа, Тоз (1974) установили, что фиброциты, макрофаги, 
лимфоциты, плазматические и тучные клетки подслизистой обо- 
лочки среднего уха содержат гистамин, серотонин и гепарин; 
кроме того, они, возможно, продуцируют медиатор, увеличиваю- 
щий сосудистую проницаемость при серозных отитах. В слизи- 
стой оболочке среднего уха вырабатываются также ферменты 
лизоцим и КФ: в 69 пробах, взятых от больных секреторными 
отитами, общая концентрация белков и активность ферментов 
ЛДГ, МДГ и КФ значительно выше, чем в сыворотке крови. 

КозІепЬаиег и соавторы (1977) установили наличие в отдел я- 
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емом среднего уха при гнойных отитах кислотостабильного низ- 
комолекулярного ингибитора с поливалентным действием. Этот 
ингибитор обладает способностью тормозить активность трип- 
сина, химотрипсина, проназы и протеиназ лейкоцитов. Его со- 
держание в отделяемом варьирует на разных стадиях течения 
отита. В раннем послеоперационном периоде концентрация ин- 
гибитора протеиназ значительно снижалась по сравнению с до- 
операционной. При хроническом воспалении уровень ингибитора 
протеиназ остается низким, что авторы объясняют «эффектом 
использования» во время реакции между ним и протеиназами 
лейкоцитов. 

В. Ш. Шахов и соавторы (1979) исследовали содержание 
гиалуроновой кислоты и активность гиалуронидазы в сыворотке 
крови 169 больных гнойным воспалением среднего уха. Они уста- 
новили, что активность фермента тем выше, чем тяжелее проте- 
кает заболевание и более выражены деструктивные изменения. 
Авторы не только считают эти показатели важными в оценке 
степени распространенности гнойного процесса в ухе, но и пред- 
лагают использовать их для контроля эффективности проведен- 
ного лечения. 

В заключение необходимо подчеркнуть, что энзимологиче- 
ские исследования при заболеваниях органа слуха еще находятся 
в стадии накопления фактов без должной их систематизации. Но 
уже имеющиеся данные свидетельствуют о важной роли ряда 
ферментов в патогенезе отосклероза и воспалительных заболе- 
ваний среднего уха. 


ПРИМЕНЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ 

И ИХ ИНГИБИТОРОВ С ЛЕЧЕБНОЙ ЦЕЛЬЮ 

Использование ферментов в медицине имеет многолетнюю 
историю. Еще в глубокой древности аборигены Антильских ост- 
ровов для лечения кожных заболеваний применяли сок дынного 
дерева, который, как теперь известно, содержит несколько про- 
теолитических ферментов — папаин, химопапаин и пептидазу 
А. Млечный сок (латекс) этого растения использовался для уско- 
рения заживления ран, ожогов, ушибов, а также в качестве кос- 
метического средства (для удаления веснушек и др.). 

Ранняя история энзимотерапии тесно связана с развитием 
представлений о характере пищеварения у высших животных. 
В желудочном и панкреатическом соках были обнаружены фер- 
менты, расщепляющие белки, углеводы и жиры. Это послужило 
стимулом для использования пищеварительных соков (в част- 
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ности, желудочного) и экстрактов пищеварительных желез для 
заместительной терапии. Наряду с этим неочищенные препараты 
ферментов начали применять с целью разрушения различных 
омертвевших тканей. Особое внимание привлекли протеазы — 
ферменты, гидролизующие белки. 

Началом научно обоснованного применения энзимов как те- 
рапевтических средств в различных областях медицины следует 
считать 50-е годы XX в. Этому способствовали успехи в области 
препаративного выделения ферментов, которые привели к полу- 
чению высокоочищенных кристаллических препаратов протеи- 
наз — пепсина, трипсина, химотрипсина. Большая заслуга в об- 
ласти выделения препаратов ферментов принадлежит Нортропу 
и его сотрудникам, которые в 1930—1936 гг. разработали методы 
получения кристаллических препаратов протеиназ поджелудоч- 
ной железы. Спустя 10 — 15 лет было налажено производство фер- 
ментов в промышленном масштабе и они стали достоянием кли- 
ницистов. Внедрению ферментных препаратов в лечебную прак- 
тику способствовало также изучение их фармакологических и 
лечебных свойств как при местном, так и особенно при паренте- 
ральном (внутримышечном) их введении в организм. Наряду с 
этим для обоснованной терапии ферментами необходимо четкое 
понимание врачами свойств ферментов как веществ белковой 
природы, а также выяснение условий для проявления их дейст- 
вия. Знание специфических свойств ферментов позволило по- 
высить эффективность энзимотерапии и избежать побочных ре- 
акций, которые могут наблюдаться при их применении. 

Первое сообщение об использовании кристаллического трип- 
сина в клинике появилось в 1950 г. Кеізег и соавторы, применив 
фермент внутриплеврально для растворения вязких экссудатов 
при фибринозной эмпиеме, получили положительный эффект 
и не отметили побочных реакций. В 1952 г. ІппегЬіеЫ и соавторы 
вводили кристаллический трипсин внутривенно с целью лизиса 
тромбов и наблюдали выраженное противовоспалительное дей- 
ствие фермента, слабый тромболитический эффект, побочные 
реакции, степень выраженности которых находилась в прямой 
зависимости от скорости введения фермента. Оказалось, что про- 
тивовоспалительное действие трипсина проявляется и при его 
внутримышечном введении, причем побочные реакции были ми- 
нимальными. Наблюдения этих авторов послужили основанием 
для широкого использования протеиназ, вводимых внутримы- 
шечно при различных воспалительных процессах. 

В нашей стране впервые К. Н. Веремеенко (1959) сообщил о 
применении кристаллических протеиназ поджелудочной железы 
в клинике и представил собственные данные, теоретически обос- 
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новывающие использование полученного им кристаллического 
трипсина, а также эффективность последнего в терапии острых 
тромбофлебитов. Эта публикация вызвала большой интерес 
врачей различного профиля к новой и весьма перспективной про- 
блеме — использованию протеолитических ферментов в терапев- 
тических целях. Автором был разработан лабораторный метод 
выделения препаратов кристаллического трипсина и химотрип- 
сина для внутримышечного введения, изучены фармакологиче- 
ские и лечебные свойства парентерально вводимых протеиназ и 
их судьба в организме (К. Н. Веремеенко, 1961, 1962). Кроме 
того, был предложен специфический метод определения парен- 
терально вводимого кристаллического трипсина в сыворотке 
крови, который позволил контролировать судьбу экзогенного 
фермента и время циркуляции в организме. Полученные препа- 
раты кристаллического трипсина и химотрипсина были испыта- 
ны в различных клиниках Украины. На основании клинических 
испытаний была разработана инструкция по применению кри- 
сталлического трипсина, утвержденная Фармакологическим ко- 
митетом М3 СССР. Совместно с институтом биохимии АН УССР 
и Всесоюзным НИИ мясной промышленности нами были состав- 
лены технические условия на препарат «кристаллический трип- 
син», утвержденные Фармакопейным комитетом М3 СССР. 
Отечественные препараты кристаллического трипсина и химо- 
трипсина были применены впервые в ЛОРклинике Киевского 
НИИ отоларингологии им. профессора А. И. Коломийченко. 

В настоящее время в отоларингологии с лечебной целью ис- 
пользуются ферменты гидролитического действия: протеиназы, 
нуклеазы и мукополисахаридазы. 


КРАТКИЕ СВЕДЕНИЯ О БИОХИМИЧЕСКИХ И ЛЕЧЕБНЫХ 

СВОЙСТВАХ ФЕРМЕНТОВ, ПРИМЕНЯЕМЫХ В КЛИНИКЕ 

Протеолитические ферменты и их ингибиторы 

Среди различных групп протеолитических (белокгидролизую- 
щих) ферментов в клинике и, в частности, в отоларингологии 
наиболее широко апробированы протеиназы поджелудочной же- 
лезы — трипсин и химотрипсин. 

Трипсин (КФ 3.4.4.4). Синтезируется ацинозными клетками 
поджелудочной железы в виде неактивного предшественника 
трипсиногена, который поступает в двенадцатиперстную кишку и 
активируется энтерокиназой кишечного сока. Это было установ- 
лено Н. П. Шеповальниковым в лаборатории И. П. Павлова. 
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Активация трипсиногена достигается гидролизом единственной 
пептидной связи около Ы-конца полипептидной цепи с освобож- 
дением гексапептида и образованием активной формы фермента. 

Молекула трипсина состоит из одной полипептидной цепи с 
молекулярной массой 23 800. Последовательность аминокислот- 
ных остатков в молекуле этого фермента расшифрована пол- 
ностью. Фермент имеет щелочные свойства: его изоэлектриче- 
ская точка находится при рН 10,1. Трипсин, как и химотрипсин, 
гидролизует пептидные связи, находящиеся внутри молекулы 
различных белков. Поэтому их называют эндопептидазами, в 
отличие от экзопептидаз, которые отщепляют концевые амино- 
кислотные остатки в молекулах белков и пептидов. Большинство 
изолированных природных белков слабо переваривается протеи- 
назами поджелудочной железы, однако их гидролиз резко уси- 
ливается после денатурации. В то же время некоторые нативные 
белки (например, фибриноген) очень быстро расщепляются 
трипсином. Трипсин катализирует гидролиз преимущественно 
пептидных связей в молекулах белков, в которых карбоксиль- 
ная группа образована основными аминокислотами с положи- 
тельно заряженной боковой цепью — аргинином или лизином. 
При определенных условиях можно установить его действие и на 
иные связи. Наряду с белками трипсин расщепляет и низкомо- 
лекулярные субстраты — сложные эфиры и амиды, т. е. облада- 
ет эстеразной и амидазной активностью. Скорость гидролиза 
сложных эфиров значительно выше, чем соответствующих ами- 
дов. Для определения активности трипсина чаще всего исполь- 
зуют такие белковые субстраты, как гемоглобин и казеин, а из 
синтетических — ІЧ-замещенные эфиры аргинина и лизина: 
БАЭЭ, Ы-тозил-2-аргининметиловый эфир (ТАМЭ), БАПНА. 

Трипсин в определенных концентрациях ускоряет свертыва- 
ние крови, катализируя реакцию превращения протромбина в 
тромбин. 

Важным свойством, представляющим интерес не только в 
теоретическом, но и в практическом плане, является способность 
трипсина подвергаться при физиологическом значении рН само- 
перевариванию (аутолиз). При этом трипсин расщепляется на 
ряд фрагментов с потерей ферментативной активности. Аутоли- 
тическая инактивация наблюдается уже при рН свыше 5; она 
особенно сильно выражена при рН 7 — 9. Например, при рН 7,5 
и температуре 36° С трипсин в концентрации 1 мг/мл, обычно 
применяемой в клинике, теряет за 2 ч около 85% своей исходной 
активности. Добавление к раствору трипсина (1 мг/мл) ионов 
кальция до концентрации 4-10 _3 Мв значительной степени пред- 
охраняет фермент от инактивации (К. Н. Веремеенко, 1971). 


82 


Для медицинских целей трипсин получают из поджелудочной 
железы крупного рогатого скота. Метод основан на предвари- 
тельном выделении из кислого экстракта железы (рН 3) профер- 
мента — трипсиногена с помощью фракционного высаливания 
(МН 4 )250 4 . В кислой среде трипсиноген стабилен, легко раство- 
рим и спонтанно не активируется, что является необходимым 
условием для получения в последующем активной формы фер- 
мента. Трипсиноген кристаллизуется при рН 8 на холоде при 
50% насыщении сернокислым магнием. Обычно в этих условиях 
при длительном выдерживании смеси трипсин кристаллизуется. 
После удаления солей диализом растворы трипсина стерилизу- 
ют, фильтруя через фильтры Зейтца, разливают во флаконы и 
высушивают методом лиофилизации. Обычно из 10 кг поджелу- 
дочной железы получают 5 — 6 г кристаллического трипсина. Для 
парентерального введения применяют только кристаллический 
трипсин, для местного — аморфный трипсин и химопсин (смесь 
трипсина и химотрипсина) . Форма выпуска кристаллического 
трипсина — герметически закрытые флаконы по 0,01 г кристал- 
лического белка-фермента. Химопсин расфасовывается во фла- 
коны по 0,025, 0,05 и 0,1 г. Эти препараты легко растворимы в 
воде и физиологическом растворе. Флаконы с ферментом хранят 
в сухом, защищенном от света месте при температуре не выше 
10° С. Срок годности препарата указывается на флаконе. 

а-Химотрипсин (КФ 3.4.21.1). Поджелудочная железа синте- 
зирует этот фермент в виде неактивного предшественника — хи- 
мотрипсиногена. Сейчас установлено, что ацинозные клетки же- 
лезы продуцируют два химотрипсиногена — А и Б, которые 
различаются между собой физико-химическими свойствами: пер- 
вый из них имеет катионные свойства, второй — анионные. 
Проферменты активируются в двенадцатиперстной кишке под 
действием трипсина. Наиболее изучена активация химотрипси- 
ногена А, которая происходит под влиянием небольших доз 
трипсина (10 000 весовых частей профермента и 1 часть трип- 
сина). В результате активации образуется несколько активных 
форм химотрипсина — а, |3, у, которые отличаются друг от друга 
по форме кристаллов и растворимости. 

Для медицинских целей используют а-химотрипсин — белок 
с молекулярной массой 25 000 и ИЭТ при рН 8,1 — 8,3. Макси- 
мальная зона устойчивости наблюдается при рН 3. а-Химотрип- 
син состоит из трех полипептидных цепей, которые в третичной 
структуре стабилизированы водородными связями. В настоящее 
время с помощью рентгено-структурного анализа полностью 
расшифрованы третичная структура а-химотрипсина и строение 
его активного центра. 
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Химотрипсин гидролизует пептидные связи, карбонильная 
группа которых принадлежит остаткам ароматических аминокис- 
лот — фенилаланина, триптофана или тирозина. Однако он спо- 
собен расщеплять в белках и другие связи. Аналогично трипсину 
химотрипсин обладает эстеразной и амидазной активностями, 
и сложные эфиры гидролизуются им значительно быстрее, чем 
амиды. В то же время химотрипсин в отличие от трипсина обла- 
дает способностью свертывать молоко, а также расщеплять де- 
вятичленный полипептид — брадикинин с потерей его биологиче- 
ской активности. Химотрипсин в слабощелочной среде подверга- 
ется автолизу, хотя и в меньшей степени, чем трипсин. Скорость 
автолиза химотрипсина резко возрастает с повышением темпе- 
ратуры: при 30° С она в 30 раз выше, чем при 5° С. Исследование 
скорости автолиза при разных значениях рН (7 — 11) показа- 
ло, что максимальная инактивация фермента наблюдается при 
рН 9,1 — 9,2. Хлористый калий оказывает стабилизирующее 
действие. 

Медицинские препараты а-химотрипсина выделяют из под- 
желудочной железы быка. Вначале из кислого экстракта же- 
лезы получают кристаллический химотрипсиноген, который 5 раз 
перекристаллизовывают, а затем активируют трипсином. Полу- 
ченный фермент после стерилизации расфасовывают во флаконы 
по 0,01 г, лиофилизируют. Препарат хранится при температуре 
не выше 10° С. Как и трипсин, в сухом виде фермент устойчив. 

В клинической отоларингологии протеиназы завоевали наи- 
большее признание. Предпосылкой к этому явились данные о 
том, что протеолитические ферменты поджелудочной железы 
обладают рядом лечебных свойств, проявляющихся при мест- 
ном и парентеральном введении. 

При локальном применении (аппликации, инстилляции, аэро- 
зольные ингаляции, введение в полости, электрофорез) протеи- 
назы проявляют высокую литическую активность в отношении 
нежизнеспособных тканей, сгустков крови. Характерным их свой- 
ством является способность избирательно расщеплять денатури- 
рованные белки некротических масс, практически не действуя 
на живые ткани, т. е. при помощи энзиматического лизиса из 
организма преимущественно удаляются белки омертвевших 
тканей. Такое избирательное действие ферментов объясняется 
наличием в неповрежденных тканях специфических ингибиторов, 
которые блокируют активность энзимов. Малая чувствительность 
природных (нативных) белков к действию протеиназ также 
связана с пространственными препятствиями, с недоступностью 
пептидных связей для активного центра фермента. При денату- 
рации развертывается белковая молекула, в результате чего «об- 
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нажаются» пептидные связи, которые становятся более доступ- 
ными для гидролиза ферментами (В. А. Белицер, 1950). 

Наряду с некролитическим действием протеиназы обладают 
муколитическим эффектом, т. е. способностью расщеплять раз- 
личные экссудаты и гнойные массы. Разжижая гнойные экссуда- 
ты, ферменты понижают их вязкость, что приводит к улучшению 
дренажной функции в области очага воспаления и созданию 
условий для ускорения регенерации ткани. Муколитическое свой- 
ство ферментов широко используется клиницистами при заболе- 
ваниях, ведущим симптомом которых является наличие вязкого 
трудноотделяемого экссудата. Благодаря активному расщепле- 
нию и удалению некротических масс белков экссудата создаются 
неблагоприятные условия для микроорганизмов, а также улуч- 
шается контакт антибактериальных препаратов с микробной 
клеткой. В гнойном экссудате эффект антибиотиков ослаблен или 
вовсе отсутствует. 

Большинство авторов полагают, что протеиназы могут ока- 
зывать косвенное влияние на микрофлору, механизм которого 
полностью не расшифрован. КтоЬег (1955), Іппегііеіё и соавто- 
ры (1956) показали уменьшение количества туберкулезных па- 
лочек и неспецифической микрофлоры при интракавернозном 
введении трипсина, что объясняется устранением благоприятной 
среды для размножения микроорганизмов. Протеиназы разру- 
шают ряд вирусов и бактериальных токсинов. Культура вируса 
Негрез зішріех после обработки 0,5% раствором трипсина в те- 
чение 10 мин инактивируется и теряет способность адсорбиро- 
ваться на оболочках живых клеток (Біе^І и соавторы, 1963). 
Трипсин также снижает инфекционность и антигенные свойства 
вируса ящура. Кісйои и соавторы (1962) установили, что под 
влиянием трипсина стафилококковый токсин почти полностью 
теряет антигенные свойства. 

Важное лечебное свойство ферментов протеолиза заключает- 
ся в способности повышать эффективность антибактериальных 
препаратов. Согласно данным Н. М. Данющенковой и др. (1978), 
сочетанное парентеральное применение химотрипсина с линко- 
мицином при экспериментальной стафилококковой инфекции 
уменьшает обсемененность микрофлорой внутренних органов, па- 
тогенность культуры стафилококков, снижает смертность жи- 
вотных, приводит к утрате лецитиназной и плазмокоагулирующей 
активностей. Механизм этого действия частично связан со спо- 
собностью протеиназ, вводимых парентерально, повышать кон- 
центрацию антибиотиков в тканях и крови. Под воздействием 
ферментов нарушается прочность пиогенной мембраны, и анти- 
биотики в более высоких дозах могут проникать в очаг воспа- 
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ления (Оіаппопі и 2іпі, 1968). По данным В. Г. Королевой и 
соавторов (1974), при введении крысам трипсина (химотрипси- 
на) с канамицином повышается концентрация канамицина в 
большинстве органов и тканей, а также пролонгируется его дей- 
ствие. Трипсин, введенный животным, повышает проницаемость 
темато-энцефалического барьера для антибиотиков и барбитура- 
тов (К. Н. Веремеенко, 1959). Согласно данным Мозз и соавто- 
ров (1957), ускоряется проникновение пенициллина в спинной 
мозг после внутримышечного введения трипсина. Полагают, что 
последний повышает проницаемость эндотелия капиллярной 
стенки и окружающих ее тканей путем деполимеризации бел- 
ковых структур. 

Свойство протеиназ повышать концентрацию антибиотиков 
в тканях используется клиницистами в тех случаях, когда необ- 
ходимы более высокие их концентрации в тканях, а также за- 
труднен доступ антибактериальных препаратов в очаг пораже- 
ния из-за наличия некротических масс (В. И. Стручков и соавт., 
1970, 1975, и др.). 

Ферменты не только усиливают активность антибиотиков, но 
и способствуют снижению резистентности к ним различной ми- 
крофлоры. Е. А. Говорович и соавторы (1967) установили, что 
у больных с гнойными процессами в легких, которых лечили 
антибиотиками в сочетании с протеолитическими ферментами 
животного и бактериального происхождения, уменьшается ко- 
личество штаммов микроорганизмов, устойчивых к левомицети- 
ну, эритромицину и мономицину; микрофлора адаптируется к ан- 
тибиотикам в этих случаях медленнее, чем у больных, получав- 
ших только антибиотики. Согласно экспериментальным данным 
Н. М. Данющенковой и соавторов (1978), под влиянием комби- 
нированного лечения химотрипсином и линкомицином штаммы 
стафилококков, выделенные из организма животных, приобрета- 
ют чувствительность к тем антибиотикам, к которым они были 
малочувствительны или вовсе не чувствительны. 

При совместном локальном введении ферментов и антибио- 
тиков необходимо учитывать, что ряд широко применяемых ан- 
тибиотиков (пенициллин, колимицин, мицерин) подавляют ак- 
тивность ферментов. Препараты пенициллина, выпускаемые раз- 
личными заводами, снижают активность фермента в неодинако- 
вой мере (К. Н. Веремеенко, 1967). 

В результате клинико-экспериментальных исследований уста- 
новлено, что протеиназы поджелудочной железы оказывают про- 
тивовоспалительное и особенно противоотечное действие 
(К. Н. Веремеенко, 1962, и др.), которое выражено при внутри- 
мышечном и защечном введении. Механизм этого действия 
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весьма сложен, так как в тканях и крови содержатся специфи- 
ческие вещества, блокирующие активность экзогенно вводимого 
фермента. Противовоспалительное свойство протеиназ, обуслов- 
ленное специфической протеолитической активностью фермента, 
а не белковой молекулой как таковой, проявляется после всасы- 
вания ферментов в кровь. Наши исследования (К. Н. Веремеен- 
ко, 1962, 1967) показали наличие в сыворотке крови активного 
трипсина после его внутримышечного введения. Попадая в кровь, 
трипсин связывается с белковыми ингибиторами а-глобулиновых 
фракций и в таком состоянии не расщепляет белковые субстра- 
ты (казеин, гемоглобин, белки крови), но сохраняет способность 
гидролизовать щелочной белок протамин. Используя это свойство 
ферментов, мы предложили специфический метод определения 
парентерально вводимого фермента (К. N. \Ѵегетеепко, 
V. А. Веііігег, 1963). 

Такое сужение субстратной специфичности трипсина и дру- 
гих протеиназ, как оказалось, связано с наличием в аг-глобули- 
новой фракции сыворотки крови высокомолекулярного белка, 
названного нами ингибитором I (К. Н. Веремеенко, А. И. Кизим, 
1964). По химической природе он представляет собой аг-МГ. 
В соединении с аг-МГ трипсин и другие протеиназы (химотрип- 
син, плазмин, тромбин, калликреин) образуют активный комп- 
лекс с ограниченными ферментативными функциями. Важно 
также, что фермент в комплексе с аг-МГ стабилизируется, ста- 
новится нечувствительным к действию других ингибиторов кро- 
ви, что обеспечивает его длительную циркуляцию в организме 
(К. Н. Веремеенко, А. И. Кизим, 1975). Часть введенного фер- 
мента в крови инактивируется полностью в результате связыва- 
ния с ингибитором аі-глобулиновой фракции — а г АТ. 

Таким образом, в циркулирующей крови отсутствует свобод- 
ный трипсин и, вероятно, другие трипсиноподобные протеиназы. 
Они находятся в связанном состоянии с а-глобулинами плазмы, 
причем фермент, связанный с аг-МГ, проявляет ограниченную 
активность. Как показали наши исследования, уже через несколь- 
ко часов после внутривенного введения трипсина концентрация 
его в периферической крови резко снижена, а через сутки он 
полностью исчезает. При внутримышечном введении трипсин не 
определяется в циркулирующей крови животных уже через нес- 
колько часов. Это нельзя отнести за счет его спонтанной инак- 
тивации, очевидно, он может задерживаться тканями. 

Следовательно, всасываясь в кровь, потенциально активный 
фермент переносится к тканям в виде комплекса аг-МГ — трип- 
син. Остается невыясненной природа субстратов, которые в оча- 
ге поражения расщепляются комплексом аг-МГ — протеиназа, 
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что приводит к ликвидации воспалительных реакций. Можно по- 
лагать, что парентерально вводимые протеиназы действуют на 
вазоактивные полипептиды типа брадикинина. Химотрипсин, в 
частности, обладает способностью расщеплять брадикинин с по- 
терей его биологической активности. Можно допустить, что 
инактивация брадикинина и его аналогов может явиться одним 
из механизмов, ответственных за противовоспалительное дейст- 
вие протеолитических ферментов. 

Ингибиторы протеиназ. В тканях различных органов (под- 
желудочной железе, легких, слюнных железах), сыворотке кро- 
ви, других биологических жидкостях человека и животных, а 
также в растениях содержатся ингибиторы белковой или поли- 
пептидной природы, которые вызывают либо полное торможе- 
ние, либо частичное ограничение ферментативных функций ряда 
протеиназ. Они являются фактором регуляции активности фер- 
ментов протеолиза, различаются молекулярной массой, амино- 
кислотным составом, специфичностью действия. Ингибиторы, 
выделенные из животных тканей, представляют собой полипеп- 
тиды с молекулярной массой около 6000, а ингибиторы из сы- 
воротки крови имеют белковую природу и большую молекуляр- 
ную массу, достигая как в случае с сывороточным ингибитором 
протеиназ — а 2 -МГ — 820 000. 

В сыворотке крови обнаружено несколько ингибиторов про- 
теиназ. 

Среди них наиболее подробно изучены сн-антитрипсин (арАТ) 
и аг-МГ. арАТ содержится в сыворотке в концентрации 210 — 
500 мг%, он ответствен за 90% ее общей антитриптической ак- 
тивности. Этот ингибитор подавляет активность не только трип- 
сина, но и химотрипсина, плазмина, эластазы, протеолитических 
ферментов из лейкоцитов и бактерий. Содержание арАТ в сыво- 
ротке крови резко повышается при воспалительных процессах, 
что позволило отнести его к белкам острой фазы воспаления. 

аг-МГ — один из основных белков аг-глобулиновой фрак- 
ции — составляет около 4% общего содержания белков сыво- 
ротки. Этот ингибитор, впервые описанный нами (К. Н. Вере- 
меенко, А. И. Кизим, 1964), резко отличается от арАТ. Он 
вызывает не полную, а частичную инактивацию таких ферментов, 
как трипсин, а-химотрипсин, плазмин, калликреин, тромбин. 
аг-МГ полностью подавляет активность указанных ферментов 
при использовании в качестве субстратов белков и лишь частич- 
но — при расщеплении низкомолекулярных синтетических суб- 
стратов. а 2 -МГ является регулятором ферментативной активности 
протеиназ, участвующих в процессах свертывания крови, фибри- 


88 


нолиза, кининогенеза, иммунных реакциях (К. Н. Веремеенко, 
А. И. Кизим, 1975; К. Н. Веремеенко, 1977). 

Для терапевтических целей используются лишь ингибиторы 
из тканей поджелудочной железы, легких, слюнных желез (бел- 
ковые ингибиторы из сыворотки крови и растений ввиду токсич- 
ности оказались непригодными). Ингибиторы протеиназ, выде- 
ленные из указанных тканей, обладают широким спектром дей- 
ствия: они тормозят протеолитическую, эстеразную и кининоге- 
назную активность трипсина, калликреина, плазмина, тромбина, 
бактериальных протеиназ, коллагеназы. Их называют поэтому 
поливалентными ингибиторами протеиназ, или калликреин- 
трипсиновыми ингибиторами (К. Н. Веремеенко, А. И. Кизим, 
1975). 

Поливалентные ингибиторы протеиназ имеют основный ха- 
рактер с ИЭТ при рН 10,5. Они устойчивы к нагреванию в ней- 
тральной и кислой среде; при рН 6 — 11 образуют с протеиназа- 
ми неактивный комплекс с потерей биологической активности 
ферментов. При физиологических значениях рН среды констан- 
та диссоциации комплекса очень низкая, степень диссоциации 
увеличивается с уменьшением рН. При рН 4 комплекс фер- 
мент — ингибитор диссоциирует на составные компоненты. 

В настоящее время медицинские препараты калликреин- 
трипсиновых ингибиторов поступают в продажу под разными 
названиями. Зарубежные фирмы выпускают ряд препаратов, ко- 
торые допущены для применения в нашей стране. Западногер- 
манская фирма «Вауег» выпускает препарат трасилол в ампу- 
лах по 25000 калликреиновых единиц (калликреиновая едини- 
ца — КИЕ — это количество ингибитора, которое тормозит в 
биологическом тесте активность 2 интернациональных единиц 
калликреина на 50%). В ГДР производится ингибитор в виде 
порошка под названием «контрикал». Активность его выражается 
в антитрипсиновых единицах (ЕД). В одном флаконе содержит- 
ся 10 000 ЕД (1 ЕД эквивалентна 3 КИЕ трасилола). В Венгрии 
завод «Гедеон Рихтер А. О» производит препарат гордокс по 
100 000 ЕД в ампуле, в Швейцарии выпускается цалол, во Фран- 
ции — инипрол и др. В нашей стране налажен выпуск аналога 
трасилола, получаемого из поджелудочной железы, под назва- 
нием «пантрипин». Препарат выпускается в виде порошка во 
флаконах по 6, 12, 16, 20, 30 ЕД. 1 ЕД пантрипина соответствует 
примерно 800 КИЕ трасилола. 

Наряду с природными в клинике используют также синтети- 
ческие препараты ингибиторов. В числе их е-АКК и параамино- 
бензойная кислота (ПАМБК), также 4-амино-метилциклогек- 
сан-карбоновая кислота (АМЦГ'К). Эти вещества в основном 
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применяют при фибринолитических кровотечениях, возникающих 
после оперативных вмешательств на предстательной железе, 
легких, матке, миндалинах. Отмечено их положительное влияние 
при лечении аллергических заболеваний. Главной точкой их 
приложения является подавление процессов превращения плаз- 
миногена в активный плазмин. Трипсин, химотрипсин, плазмин 
и другие протеиназы мало или совсем не чувствительны к дан- 
ным соединениям. 

Нуклеазы. 

Эта группа ферментов катализирует деполимеризацию ри- 
бонуклеиновых и дезоксирибонуклеиновых кислот (РНК и ДНК), 
разрывая межнуклеотидные связи в их молекулах. Их соответ- 
ственно назвали рибонуклеазы (РНК-азы) и дезоксирибону- 
клеазы (ДНК-азы). Для медицинских целей представляют ин- 
терес эндонуклеазы, расщепляющие фосфодиэфирные связи 
внутри молекулы нуклеиновых кислот. 

Рибонуклеаза (КФ 3.1.4.22). Наиболее полно изучена и на- 
шла широкое применение в клинике РНК-аза, которая получе- 
на из поджелудочной железы крупного рогатого скота. Этот бе- 
лок с молекулярной массой 14000 состоит из 124 аминокислот- 
ных остатков, соединенных в одну полипептидную цепь, оптимум 
рН 7,4 — 7,5. Наличие 4 дисульфидных связей скрепляет макро- 
молекулу фермента и придает ей устойчивость. Установлена 
трехмерная структура РНК-азы и осуществлен ее химический 
синтез. 

Процесс разрушения РНК панкреатической РНК-азой проте- 
кает в несколько стадий (В. С. Шапот, 1968). Вначале фермент 
расщепляет межнуклеотидные связи неспирализованных участ- 
ков полинуклеотидной цепи с образованием олигонуклеотидов. 
При этом гидролизуются связи между фосфором и углеродом 
(Сб) рибозного остатка с последующим трансфосфорилирова- 
нием внутри молекулы и образованием циклических (2', 3') -фос- 
форных производных. Далее РНК-аза гидролизует циклические 
(2', 3') -фосфодиэфирные связи с образованием З'-фосфатных 
производных. Эта реакция протекает медленно. Панкреатическая 
РНК-аза гидролизует межнуклеотидные связи избирательно в 
зависимости от природы азотистых оснований, входящих в ну- 
клеотиды. Она предпочтительнее расщепляет фосфоэфирные свя- 
зи пиримидиновых нуклеотидов в молекуле РНК. Это обуслов- 
лено способностью их образовывать водородные связи с опреде- 
ленными трупами в молекуле фермента. РНК-аза с большой ско- 
ростью гидролизует фосфодиэфирные связи в нуклеотидах, содер- 
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жащих в качестве азотистого основания цитозин. Она не рас- 
щепляет ДНК и олигодезоксирибонуклеотиды. 

РНК-аза в отличие от протеиназ поджелудочной железы об- 
ладает высокой устойчивостью к повышению температуры. Вод- 
ные растворы РНК-аз стабильны в широкой зоне рН при темпе- 
ратуре до 25° С. Фермент наиболее устойчив в кислой среде: при 
рН 2 — 3 он выдерживает кратковременное (5-минутное) кипя- 
чение с незначительной потерей активности. Наибольшая актив- 
ность фермента — при 65° С. Ионы Са++, Мп++ инактивируют 
РНК-азу. 

Для клинических целей РНК-азу получают из поджелудоч- 
ной железы крупного рогатого скота по методу Кунитца. Оте- 
чественная промышленность выпускает препарат РНК-азы в 
аморфном виде. Форма выпуска — герметически закрытые фла- 
коны, содержащие 0,01 г фермента. Препарат — порошок бело- 
го цвета, легко растворим в воде и физиологическом растворе. 
Фермент применяется местно в виде аэрозольных ингаляций, а- 
также внутримышечно. 

Дезоксирибонуклеаза (КФ 3.1.4. 5). Этот фермент вызывает 
деполимеризацию ДНК гидролизом в ней межнуклеотидных 
связей, в то время как РНК-аза вначале деполимеризует моле- 
кулу РНК с образованием циклических нуклеотидов. 

В тканях животных обнаружена ДНК-аза двух типов: ДНК- 
аза I с оптимумом рН в нейтральной или слабощелочной сре- 
де и ДНК-аза II с оптимумом действия в кислой среде. Наиболее 
изучена и нашла применение в медицинской практике панкреати- 
ческая ДНК-аза с оптимумом действия около рН 8,0. Фермент 
получен в кристаллическом виде Кунитцем в 1948 г. Его молеку- 
лярная масса равна 30 000, молекула состоит из одной полипеп- 
тидной цепи. Ионы М§ ++ и Мп++сжазывают активирующее дей- 
ствие на фермент. ДНК-аза гидролизует фосфодиэфирные свя- 
зи в полинуклеотидной цепи между углеродом в З'-положении и 
фосфором с образованием олигонуклеотидов с 5'-концевым фос- 
фором или Б'-мононуклеотидов. 

Выпускаемые в стране медицинские препараты ДНК-азы из 
бычьей поджелудочной железы представляют собой порошок бе- 
лого цвета без запаха, легко растворимый в воде. Форма выпус- 
ка — герметически закрытые флаконы, содержащие по 10, 25, 
50 мг аморфного препарата. 

Способность нуклеаз вызывать деполимеризацию РНК и ДНК 
послужила основанием для использования РНК-аз и ДНК-аз 
для лизиса гнойных экссудатов. Особый интерес в этом плане 
заслуживает ДНК-аза, поскольку в гное содержатся большие 
количества ДНК, которая представляет собой высокополимерное 
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соединение. По данным ІЛоугі (1968), содержание ДНК в 
гное составляет от 30 до 70% его сухой массы. Значительную 
часть гноя составляют лейкоциты, в ядрах которых содержатся 
дезоксирибонуклеопротеиды, состоящие из 2 биополимеров — 
ДНК и белка. Трудность удаления гноя из патологических оча- 
гов обусловлена не только локализацией этих очагов, но и вяз- 
костью гноя. Локальное применение ДНК-азы или введение ее в 
полости носа, суставов, плевры способствует резкому снижению 
вязкости гнойных экссудатов, улучшению оттока экссудата из 
воспалительного очага. 

Наряду с муколитическим эффектом, нуклеазы способны рас- 
щеплять некротические массы, состоящие из нуклеопротеидов, 
потому они используются с целью некролитической терапии. 

Поскольку нуклеазы гидролизуют нуклеиновые кислоты, а 
протеолитические ферменты расщепляют белки, весьма перспек- 
тивно применять нуклеазы и протеазы сочетанно при различных 
гнойно-воспалительных процессах. Комбинация двух групп фер- 
ментов, действующих на основные субстраты воспалительного 
очага, способствует более глубокому расщеплению некротиче- 
ских тканей и экссудатов. Однако такая комбинация не всегда 
возможна. По данным К. Н. Веремеенко (1971), ДНК-аза быстро 
разрушается трипсином, а панкреатическая РНК-аза не инакти- 
вируется трипсином и химотрипсином. Следовательно, для кли- 
нического применения можно рекомендовать комбинацию про- 
теиназ с РНК-азой. 

Важным лечебным свойством нуклеаз является их способ- 
ность тормозить размножение ряда патогенных вирусов 
(Р. И. Салганик, 1963). ДНК-аза задерживает развитие таких 
содержащих ДНК вирусов, как аденовирус, вирус гриппа, герпе- 
са. РНК-аза тормозит размножение вирусов полиомиелита в 
культуре тканей, так как, проникая в зараженную ими клетку, 
они теряют свою белковую оболочку. Внутри клетки вирусная ну- 
клеиновая кислота, свободная от белка, подвергается действию 
нуклеаз, что приводит к инактивации вируса. Р. И. Салганик 
установил, что противовирусное действие РНК-азы обусловлено 
ее специфической каталитической активностью, а не просто об- 
разованием ее комплекса с вирусом. 

Клинические наблюдения показали эффективность РНК-азы 
в лечении клещевого энцефалита (Б. М. Глухов, 1967, и др ). 
ДНК-аза оказалась эффективным средством в терапии аденови- 
русных конъюнктивитов и герпетических кератитов (О. Я. Херсон- 
ская, 1965, и др.). 

Ферменты нуклеинового катаболизма пытаются использовать 
в лечении опухолей (С. Е. Манойлов, 1966). Полагают, что при- 
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менение РНК-азы способствует деполимеризации высокополи- 
мерных РНК, приводящей к нарушению биосинтеза белка на 
рибосомах опухолевой ткани. Необходимы дальнейшие экспери- 
ментальные исследования в этом направлении с целью выработки 
показаний к применению нуклеаз в комплексной терапии злока- 
чественных новообразований. 

В последние годы в зарубежных клиниках препараты РНК- 
азы применяются парентерально в качестве противовоспалитель- 
ных средств. Кристаллические препараты РНК-азы оказывают 
эффект при лечении гнойно-воспалительных процессов в гине- 
кологии, лечении карбункулов, хронических остеомиелитов и др. 
(Ьіоусі, 1968, и др.). 

М укополисахаридазы 

Среди различных представителей этой группы ферментов в 
медицинской практике нашли применение препараты гиалуро- 
нидазы и лизоцима. 

Гиалуронидаза (КФ 4.2.2. 1). Катализирует гидролиз гиалу- 
роновой кислоты и гликопротеидных комплексов. Гиалуроновая 
кислота является высокополимерным полисахаридом, в состав 
которого входят многократно повторяющиеся фрагменты — 
ацетилглюкозамин и глюкуроновая кислота. Высокая вязкость 
растворов гиалуроновой кислоты и ее способность связывать 
воду играют важную роль в тургоре соединительной ткани, 
уменьшая ее проницаемость. Гиалуронидаза расщепляет гиалу- 
роновую кислоту и уменьшает ее вязкость, способствуя прони- 
цаемости тканей. Она содержится в тканях животных и микро- 
организмах. Фермент обнаружен в печени, селезенке, костной 
ткани, семенниках. 

Для медицинских целей препараты гиалуронидазы получают 
из семенников крупного рогатого скота. Отечественная промыш- 
ленность выпускает два препарата гиалуронидазы — лидазу (для 
парентерального введения, в ампулах по 64 ЕД активности) и 
ронидазу (предназначенную для наружного применения, во фла- 
конах по 5 и 10 г препарата). 

Терапевтическое действие гиалуронидазы основано на ее спо- 
собности вызывать гидролиз гиалуроновой кислоты — основного 
субстрата соединительной ткани. Это свойство фермента исполь- 
зуется при лечении рубцовых образований — склеродермии, кон- 
трактур суставов, ожогов, фиброзных тканей. Прибавление 
препаратов гиалуронизады к анастезирующим веществам уско- 
ряет всасывание последних и способствует более глубокому про- 
никновению их в ткани и уменьшению отека. 


93 


Лизоцим (КФ 3.2.1.17). Это — мукопептид-гликогидролаза — 
фермент мукополисахаридазного действия, широко распростра- 
нен в природе. Фермент обнаружен в тканях и биологических 
жидкостях животных и человека, насекомых, растениях, грибах 
и бактериях. Поэтому более точно говорить о группе лизоцимов. 
Лизоцимы — это низкомолекулярные белки основного характе- 
ра. Они гидролизуют р-1,4 связи между остатками ІМ-ацетилму- 
рамовой кислоты и 2-ацетамидо-2-дезокси-2-глюкозы в мукопо- 
лисахаридах или мукопептидах. Полностью расшифрованы 
трехмерная структура лизоцима и строение его активного центра. 
Естественным субстратом лизоцима являются наружные обо- 
лочки бактериальной клетки. Наиболее чувствителен к лизо- 
циму Місгососеиз Іузобеікіісиз, который широко используется 
при определении активности фермента. 

Наиболее изучен лизоцим, полученный из яичного белка. 
Фермент выделен в кристаллическом виде и нашел применение в 
клинике в качестве лекарственного средства (О. В. Бухарин, 
Н. В. Васильев, 1974). Молекулярная масса — около 14 000, 
ИЭТ — 10,5 — 11,0. Лизоцим устойчив к действию трипсина, но 
расщепляется пепсином. Оптимум рН действия лизоцима — 5—7, 
ионная сила среды — 0,1. Фермент стабилен в кислой среде, но 
инактивируется в щелочной. Максимальная активность прояв- 
ляется при 60 ° С, выше этой температуры он обратимо инак- 
тивируется. В сухом виде лизоцим сохраняет активность даже 
после двухчасовой стерилизации воздухом, нагретым до 160° С. 
Отечественной промышленностью (Олайнский завод химреак- 
тивов) выпускаются нестерильные препараты лизоцима по 1 — 
5 г во флаконе, которые хорошо растворимы в физиологическом 
растворе. Они могут быть использованы для местного введения, 
а также электрофореза. 

Терапевтический эффект лизоцима связан с его антимикроб- 
ным действием, зависящим от ферментативных свойств данного 
белка. Лизоцим расщепляет полностью или частично клеточ- 
ные стенки многих видов микробов, состоящие из мукопептидов, 
глюкозаминопептидов и хитинов. Грамположительные микроор- 
ганизмы более чувствительны к лизоциму, чем грамотрицатель- 
ные. Различия в действии фермента на эти две группы микроор- 
ганизмов объясняются неодинаковым химическим составом их 
клеточных стенок. Спектр действия лизоцима ограничен микро- 
бами-сапрофитами, хотя он подавляет и некоторые штаммы 
патогенных микробов, в том числе бацилл, кокков, вибрионов. 
Обработка микробной клетки лизоцимом приводит к изменению 
ее поверхности, образованию множественных отверстий в кле- 
точной стенке и дезорганизации структурных компонентов клетки. 
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В культуре ткани лизоцим тормозит репродукцию вирусов, что, 
по-видимому, связано со стимуляцией синтеза интерферона. По- 
мимо этого, он инактивирует некоторые бактериальные токсины. 

Антимикробный эффект лизоцима значительно усиливается в 
комбинации с некоторыми антибиотиками, в частности со стреп- 
томицином. Это послужило основанием для создания комплекс- 
ных препаратов лизоцима с антибиотиками (например, лизоцим 
с метициллином эффективно действует на золотистый стафило- 
кокк) . 

Помимо антимикробного фермент оказывает регенерирующее 
и обезболивающее действие. Анельгезирующие свойства лизоци- 
ма отмечены при лечении язв желудка, двенадцатиперстной 
кишки (Оазраго и соавторы, 1964). При лечении ожогов лизо- 
цимом наблюдалось быстрое освобождение тканей от некроти- 
ческих масс, стимуляция гранулирования и эпителизация ран 
(Т. В. Голосова и соавт., 1972). Необходимо отметить противо- 
воспалительное действие лизоцима, благодаря чему этот фер- 
мент нашел широкое применение в терапии ЛОР и бронхолегоч- 
ных заболеваний, патологии женской половой сферы. 

Имеются сведения об антикоагулянтном действии лицозима, 
что позволяет использовать его при кровотечениях у больных 
с язвой двенадцатиперстной кишки, после простатэктомии, при 
хирургических вмешательствах на печени. 

Препараты оказывают лечебное действие при внутримышеч- 
ном и локальном применении. 

Данные литературы, касающиеся лечебных свойств лизоци- 
ма, обобщены в монографии О. В. Бухарина и Н. В. Васильева 
«Лизоцим и его роль в биологии и медицине» (1974). 

БИОХИМИЧЕСКИЕ ОБОСНОВАНИЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 

ФЕРМЕНТОВ И ИХ ИНГИБИТОРОВ В ФИЗИОТЕРАПИИ 

С лечебной целью ферменты вводят различными путями. Для 
ЛОРклиники особый интерес представляет введение ферментов 
физическими методами. Наиболее часто применяется лекарст- 
венный электрофорез в постоянном электрическом поле, а так- 
же ингаляции аэрозолей ферментов. 

Метод электрофореза, в котором сочетается действие фер- 
мента и небольших дозировок постоянного тока, имеет ряд пре- 
имуществ по сравнению с применением ферментных препаратов 
парентерально. С помощью электрофореза фермент можно вво- 
дить непосредственно в ткань патологического участка с нару- 
шенным кровообращением из-за некрозов, инфильтратов, тром- 
боза сосудов, а также создать более высокие концентрации 
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фермента в пораженном участке при меньших суммарных его 
дозах. При их введении методом электрофореза обычно не возни- 
кает местных и общих аллергических реакций, которые часто 
наблюдаются при парентеральном введении ферментов, так как 
последние, являясь для организма чужеродными белками, обла- 
дают антигенными свойствами. 

Ниже изложены главным образом биохимические обоснова- 
ния для применения ферментов методом электрофореза. Имею- 
щиеся в руководствах сведения по электрофорезу часто не учи- 
тывают физико-химических свойств ферментов — веществ бел- 
ковой природы, которые очень чувствительны к влиянию рН 
среды, температуры, ионов тяжелых металлов и другим возде- 
йствиям (В. С. Улащик, 1975, 1976). Поэтому при лечебном при- 
менении ферментов методом электрофореза следует учитывать 
их устойчивость в растворителе, подвижность и полярность, что 
важно для правильного выбора полюса, с которого будет вво- 
диться фермент (К. Н. Веремеенко, 1977). 

Для определения полярности необходимо помнить, что 
ферменты — амфотерные электролиты: в их молекулах имеются 
свободные карбоксильные группы ( — СООН), обладающие кис- 
лыми свойствами, благодаря отщеплению ионов водорода, и ами- 
ногруппы ( — МН 2 ), способные присоединять ионы водорода, при- 
обретая при этом положительный заряд и придавая молекуле 
фермента щелочные свойства. Степень ионизации этих групп 
зависит от рН среды: карбоксильные группы полностью диссо- 
циируют в щелочной среде, а аминные — в кислой. Значение рН 
среды, при котором белковая молекула имеет одинаковое коли- 
чество положительно и отрицательно заряженных групп, назы- 
вается ИЭТ. В ИЭТ белки, будучи электронейтральными, не- 
подвижны в электрическом поле постоянного тока. Белки, как 
и другие лекарственные вещества, могут быть введены мето- 
дом электрофореза не в молекулярной форме, а в виде ионов. 
Поэтому электрофорез должен проводиться в растворах с рН, 
удаленных от ИЭТ вводимого фермента в более кислую или 
щелочную зону. При этом белок приобретает положительный 
либо отрицательный заряд. Так, при добавлении водородных 
ионов (подкисление) подавляется диссоциация карбоксильных 
групп, белок приобретает катионные свойства и движется к ка- 
тоду. Подщелачивание среды ведет к диссоциации — ІМН+ групп, 
которые превращаются в недиссоциированную форму ( — І\ІН 2 ), 
что приводит к преобладанию в белковой молекуле отрицатель- 
но заряженных групп. В этом случае белок находится в форме 
аниона и передвигается в электрическом поле к аноду. Таким 
образом, при варьировании рН среды один и тот же фермент 
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Таблица 2 9. Изоэлектрические точки и полярность препаратов ферментов 
и их ингибиторов 


Препараты 

ИЭТ 

Заряд препаратов при различных 
значениях рН среды 

Полюс, с которо- 
го следует вво- 

рН 

заряд 

рН 

заряд 

дить препарат 
в растворе 
с рН 7,0 

Трипсин 

10,5 

0—10,5 

(+) 

10,5—14,0 

(-) 

~ь 

а-химотрипсин 

8,3 

0-8,3 

(+) 

8,3—14,0 

(-) 

-1- 

ДНК-аза 

5,0 

0—5,0 

(+) 

5,0—14,0 

(-) 

— 

РНК-аза 

8,0 

0-8,0 

(+) 

8,0—14,0 

(-) 

+ 

Лидаза (гиалу- 

5,7 

0—5,7 

(+) 

5,7—14,0 

(-) 


ронидаза) 

Лизоцим 

10,7 

0—10,7 

(+) 

10,7—14,0 

(-) 

+ 

Трасилол 

10,5 

0—10,5 

(+) 

10,5—14,0 

(-) 

+ 

1 


можно вводить как с положительного, так и с отрицательного 
полюса. 

ИЭТ белков-ферментов может находиться в кислой, нейт- 
ральной, щелочной и даже сильно щелочной среде. В табл. 29 
приведены значения ИЭТ некоторых ферментов, применяемых 
для лечебных целей, а также знаки заряда их молекул при нейт- 
ральном значении рН среды. ИЭТ трипсина, а-химотрипсина, 
рибонуклеазы, лизоцима, трасилола( ингибитор протеолитичес- 
ких ферментов белковой природы) лежит в щелочной зоне, сле- 
довательно, в среде с рН ниже ИЭТ (в частности, рН 7) эти 
белки являются катионами и должны вводиться с положитель- 
ного полюса. В более щелочной зоне, чем ИЭТ, они приобрета- 
ют отрицательный заряд и полюсом их введения становится ка- 
тод. Ферменты гиалуронидаза и ДНК-аза, у которых ИЭТ 
находится в кислой среде, при рН 7 заряжаются отрицательно 
и должны вводиться с катода. При значениях рН среды ниже 
ИЭТ они будут иметь положительный заряд и поэтому их сле- 
дует вводить с анода. 

В качестве иллюстрации приведены данные электрофореза 
ряда ферментных препаратов, выпускаемых отечественной про- 
мышленностью. Из рис. 4 видно, что трипсин и а-химотрипсин в 
нейтральной среде (рН 7) обладают свойствами катиона и пере- 
двигаются к катоду, причем быстрее мигрирует трипсин, ИЭТ 
которого по сравнению с а-химотрипсином (ИЭТ 8,3 — 9,1) сдви- 
нута в более щелочную сторону (рН 10,1). При смешивании 
двух ферментов их электрофоретические свойства не изменя- 
ются. 
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+ 



Трипсин 



оі- химотрипсин 



Трипсин + 
сС -химотрипсин 


Рис. 4. Электрофореграммы препаратов трипсина, а -химо- 
трипсина и их смеси. 



Рис. 5. Электрофореграммы препаратов лизоцима и гиалу- 
ронидазы. 


Препараты лизоцима при 
рН 7 (рис. 5), как следует из 
его ИЭТ (10, 7), передвигают- 
ся к катоду, а гиалуронидазы с 
ИЭТ 5,7 — к аноду. 

С. Д. Верник (1971), 

Н. Ф. Извекова, Э. И. Жибиц- 
кая (1971) рекомендуют вво- 
дить трипсин в растворе с рН 
8 — 9 с отрицательного полюса, 
что, учитывая приведенные вы- 
ше данные, неверно. 

Для электрофореза фермен- 
та важно правильно выбрать 
растворитель, чтобы рН раст- 
вора был отдален от ИЭТ, при этом белковая молекула будет 
обладать более высокой электрофоретической подвижностью. 
Например, при введении трипсина с ИЭТ 10,1 в качестве раст- 
ворителя можно использовать физиологический раствор или 
еще лучше буферный раствор с рН 4—5. С другой стороны, при 
выборе растворителя необходимо знать рН стабильности фер- 
мента, который часто не соответствует рН-оптимуму действия. 
Так, точка максимальной устойчивости для трипсина находится 
при рН 2,3, а для химотрипсина — при рН 3 — 3,5, а рН-оптимум 
действия для двух протеиназ лежит при рН 7 — 8. 

При повышении рН среды происходит автолиз этих фермен- 
тов, который особенно выражен при рН свыше 8, при этом бе- 
лок денатурируется с потерей энзиматической активности. 

Инактивацию протеиназ в щелочной среде следует учитывать 
при проведении электрофореза с лечебной целью. Некоторые 
авторы (И. Н. Сосин, 1973) предлагают вводить 2% раствор 
трипсина с катода, используя в качестве растворителя 1 % раст- 
вор соды. Однако в этих условиях рН среды составляет 8, фер- 
мент приобретает свойства катиона и передвигается к отрица- 
тельному полюсу. Кроме того, как показали наши опыты 
(рис. 6), трипсин в 1% растворе бикарбоната натрия при тем- 
пературе 35° С за 30 мин теряет 80% активности, а за 60 мин 
практически полностью инактивируется. 

В предварительных опытах, предшествующих электрофоре- 
зу, необходимо также проверить влияние гальванического тока 
на активность используемого энзима. Кроме того, нужно пом- 
нить, что ряд катионов и анионов влияют на биологическую 
активность ферментов. Например, активность ДНК-азы тормо- 



Рис. 6. Активность трипсина в 1% 
растворе бикарбоната натрия (1) и 
в физиологическом растворе (2). 
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зится хлористым натрием, а ионы магния или марганца акти- 
вируют фермент. 

Таким образом, применению электрофореза ферментов долж- 
ны предшествовать тщательные исследования, включающие: 
установление полярности, выбор растворителя и концентрации 
фермента. В некоторых современных пособиях по лекарственному 
электрофорезу встречаются необоснованные рекомендации, ка- 
сающиеся выбора полярности и растворителя. Например, в мо- 
нографии В. С. Улащик (1976) «Теория и практика лекарст- 
венного электрофореза» трипсин рекомендуется вводить с катода 
в боратном буфере без указания рН раствора (с. 168). В дру- 
гом месте этой монографии на с. 148 полярность обозначается 
как ± (?). 

Важной и нерешенной проблемой электрофореза ферментов 
является выяснение возможности проникновения белковых мо- 
лекул с молекулярной массой в тысячи раз большей, чем неор- 
ганических ионов, в пораженную ткань через кожу и слизистую 
оболочку. Лишь при воспалении (повышении сосудистой про- 
ницаемости) могут создаваться условия для проникновения фер- 
ментов с помощью гальванического тока. Трудную задачу пред- 
ставляет собой количественное определение в тканях вводимых 
с помощью постоянного тока ферментов, поскольку их концент- 
рация при этом незначительна. 

Необходимо учитывать также, что ферменты быстро связыва- 
ются с белками тканей, которые резко снижают их энзиматиче- 
скую активность. 

Другая новая область энзимофизиотерапии — применение 
ингибиторов ферментов в отоларингологии. Ингибиторы проте- 
олитических ферментов показаны при тех патологических про- 
цессах, в генезе которых лежит активация протеолиза и фибри- 
нолиза. 

В ЛОРклинике до настоящего времени практически исполь- 
зуется только е-АКК в качестве препарата, тормозящего 
процессы фибринолиза, а также как антиаллергическое средство. 

Большие перспективы открываются при применении природ- 
ных ингибиторов, которые в отличие от синтетических облада- 
ют более широким спектром действия: они подавляют актив- 
ность многих протеолитических ферментов, активирующихся при 
ряде воспалительных и аллергических процессов. В частности, 
при реакции антиген — антитело освобождаются протеолитичес- 
кие ферменты, которые катализируют образование кининов 
(К. Н. Веремеенко, 1974, 1977). 

Так как ингибиторы имеют белковоподобную природу, перед 
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введением необходимо выяс- 
нить их полярность и электро- 
форетическую подвижность в 
различных растворителях. По- 
скольку выпускаемые препара- 
ты содержат примеси других 
неактивных белковоподобных 
соединений, которые могут из- 
менять электрофоретические 
свойства, клиническому приме- 
нению предшествовали биохи- 
мические исследования ингиби- 
торов протеиназ. Как видно из 
рис. 7, при растворении инги- 
биторов в физиологическом 
растворе (рН 6) пантрипин 
электрофоретически гетероге- 
нен, он состоит из нескольких 
фракций, движущихся в сторо- 
ну как анода, так и катода. 

Контрикал разделяется при 
электрофорезе на две катодные 
фракции; трасилол передвига- 
ется к катоду в виде одной 
фракции. Возникает вопрос, где 
же находится активная фракция? Мы предлагаем определять 
специфическую ингибиторную активность во всех фракциях по 
их способности тормозить активность протеиназ. Опыты показа- 
ли, что основная часть ингибирующей активности (примерно 
90%) содержится в быстрой катодной фракции, в анодной фрак- 
ции активность ингибитора не обнаружена. 

На основании этих опытов можно сделать вывод о том, что 
ингибитор следует растворять в физиологическом растворе и 
вводить с положительного полюса. 

Ингибиторы можно применять для лечения ряда аллергиче- 
ских и воспалительных заболеваний ЛОРорганов путем назаль- 
ного электрофореза. Учитывая дефицит препаратов ингибиторов, 
а также необходимость использования больших дозировок при 
парентеральном введении, в терапии регионарных воспалитель- 
ных и аллергических процессов более целесообразно и экономи- 
чески выгодно вводить ингибиторы непосредственно в очаг пора- 
жения с помощью постоянного тока (гальванический ток не вли- 
яет на активность ингибиторов). Так могут быть созда- 
ны более высокие концентрации ингибиторов в пораженных тка- 
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Рис. 7. Электрофореграммы природ- 
ных ингибиторов протеолитических 
ферментов. 
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нях, особенно при повышенной проницаемости слизистых обо- 
лочек, наблюдающейся при воспалительных и аллергических 
реакциях. 

Приведенные материалы показывают, что успех ферментной 
физиотерапии в существенной мере зависит от знания физико- 
химических свойств используемых энзимов, а также возможнос- 
ти проникновения экзогенных ферментов в очаг поражения, дли- 
тельности их пребывания и выведения их организма. Здесь еще 
много неясных вопросов, которые могут быть разрешены клини- 
цистами совместно с физиотерапевтами, биохимиками, фармако- 
логами, физиологами. Необходимо внедрение новых методов ко- 
личественного определения ферментов в тканях, включая 
применение флюорохромированных ферментов, флюорохромиро- 
ванных антител, а также радиоактивных индикаторов для про- 
слеживания вхождения ферментов в клетки и определения их 
активности в пораженных тканях. 

Среди физических методов терапии ферментами ЛОРзаболе- 
ваний наряду с электрофорезом важное значение имеет введение 
энзимов и их ингибиторов с помощью ингаляций их аэрозолей. 
Использование ферментов путем ингаляций аэрозолей основано 
на том, что они могут непосредственно взаимодействовать со 
специфическими субстратами очага повреждения и вызывать их 
расщепление. 

Методы электрофореза и ингаляций аэрозолей ферментов 
нашли применение в терапии заболеваний ЛОРорганов — ла- 
рингитов, ринитов, воспалений полости рта и глотки, стенози- 
рующих ларинготрахеитов, бронхитов у детей и т. д. 


ФЕРМЕНТЫ В ТЕРАПИИ 

ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ ЛОРОРГАНОВ 

В комплексном лечении ряда заболеваний ЛОРорганов наи- 
большее распространение получили гидролитические ферменты, 
действующие на основные биологические субстраты, содержа- 
щиеся в патологическом очаге: белки, нуклеиновые кислоты, му- 
кополисахариды. Среди них одно из ведущих мест принадлежит 
протеолитическим ферментам. Наряду с ними в клинической 
практике используются препараты мукополисахаридаз (гиалу- 
ронидаза, лизоцим) и нуклеаз (РНК-аза, ДНК-аза). 

Широкое применение нашли протеолитические ферменты в 
комплексном лечении острых ларинготрахеобронхитов у детей. 
Это жизнеопасное заболевание сопровождается закупоркой 
дыхательных путей гнойно-некротическими слепками и корка- 
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ми, иногда с трудом удаляемыми механическими способами 
даже через трахеотомическое отверстие. Протеолитические фер- 
менты включают в комплекс лечебных средств при этом за- 
болевании как высокоактивные биологические вещества, обла- 
дающие выраженными некролитическими свойствами, потен- 
цирующие действие антибиотиков и снижающие устойчи- 
вость микрофлоры к последним (К. Н. Веремеенко, 1967, 
1971; Я- К. Богуш и Л. Я- Шварцман, 1970; В. И. Стручков и др., 
1970). 

Первая публикация о применении трипсина при подсвязоч- 
ном ларингите у детей младше 5 лет относится к 1956 г. Ьашез 
и Сіаиззе использовали аэрозоль трипсина с антибиотиками в 
лечении 13 детей в возрасте до 5 лет. Разжижая вязкую слизь, 
трипсин облегчает ее эвакуацию, улучшая тем самым дыхание, 
что позволило у большинства детей избежать трахеотомии. Де- 
тям, подвергшимся трахеотомии, раствор трипсина закапывали 
через трубку в дыхательные пути каждые 2 — 3 ч, что позволило 
деканюлировать их в более ранние сроки, чем детей, не получав- 
ших такого лечения. Лазрег (1964) считает, что введение через 
трахеотомическую трубку раствора трипсина (5 мг в 25 мл фи- 
зиологического раствора) способствует быстрому удалению пле- 
нок через 1 — 3 мин из ее просвета (данные 100 наблюдений); 
ингаляции аэрозолей трипсина облегчали откашливание мокроты 
и ускорили выздоровление 169 больных сухим ларинготра- 
хеитом. 

По данным В. С. Черного (1974), при воздействии трипсина 
и химотрипсина на гнойный экссудат уже через 15 мин вязкость 
последнего уменьшается в 2 раза, а через 2 ч — более чем в 
10 раз. Кроме того, протеиназы в малых концентрациях 
(0,125 мг/мл) усиливают динамическую функцию мерцательного 
эпителия. Эти исследования послужили основанием для вклю- 
чения протеиназ в комплексное лечение 265 детей с ларинготра- 
хеобронхитами, сопровождавшимися стенозом различной степе- 
ни. Из них до 1 года было 78 детей, от 1 до 2 лет — 108, старше 
2 лет — 79. 

Протеолитические ферменты применяли в виде внутримы- 
шечных инъекций (лиофилизированные препараты протеиназ 
по 2,5 мг 2 раза в день) и местно в ингаляциях из расчета 
2,5 мг 1 раз в сутки. Стеноз снимался в первые двое суток, улуч- 
шалось общее состояние; детей выписывали из клиники, в зави- 
симости от тяжести исходного состояния, в сроки от 3 — 5 дней 
до 3 нед (И. А. Курилин соавт., 1975). 

Е. А. Евдощенко (1976) рекомендует включать протеолити- 
ческие ферменты (2 мг химотрипсина в 1 мл физиологического 
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раствора) в состав аэрозольной противоотечной смеси для инга- 
ляций при острых ларинготрахеобронхитах у детей и стенозе 
I — II степени. Раствор химотрипсина в смеси с антибиотиками, 
аскорбиновой кислотой и 5% новокаином вливают в трахею и 
бронхи (с последующим отсасыванием) при прямой ларингоско- 
пии под общим наркозом у детей со стенозом III степени — это 
важный элемент комплексной неотложной терапии, позволяю- 
щей вывести ребенка из угрожающего состояния и избежать в 
большинстве случаев трахеотомии. Заіегпо (1960) отметил бла- 
гоприятное влияние трипсина на выздоровление больных в ост- 
рой и подострой фазах ларингита при отсутствии его существен- 
ного эффекта при хроническом течении заболевания. 

Г. В. Терентьев (1964), А. Г. Лихачев (1965), Ьегкоуепе 
(1966) использовали протеиназы в лечении воспалительных за- 
болеваний околоносовых пазух носа, главным образом верхнече- 
люстных и лобных. Большинство авторов считают целесообраз- 
ным водить раствор фермента в околоносовые пазухи носа вмес- 
те с раствором антибиотика, что повышает лечебный эффект 
каждого из них и. ускоряет выздоровление. Протеолитические 
ферменты, облегчая удаление некротических масс, способствуют 
более тесному контакту антибиотиков со слизистой оболочкой 
пазух, а также уменьшают отек последней. Ое ОоЬЬеІеег (1962) 
вводил в пазухи 18 больных хроническим гайморитом химотрип- 
син в сочетании с антибиотиком, подобранным с учетом чувст- 
вительности флоры. Для полного излечения 1 1 из них потребо- 
валось от 2 до 12 пункций. Лазрег (1964) лечил таким способом 
50 больных острым и хроническим гайморитом и уже после пер- 
вых пункций отметил заметное уменьшение количества отделяе- 
мого, уменьшение или прекращение головных болей, снижение 
температуры в остром периоде заболевания. Все больные были 
излечены без оперативного вмешательства, причем в течение 
5 мес рецидивов не наблюдалось ни в одном случае. Кизіга и 
соавторы (1958) отметили положительное действие (по 5 мг че- 
рез день) трипсина, применяемого местно при хронических 
синуитах, ранее безуспешно леченных, у 12 больных из 15 (у 6 — 
выздоровление, у 6 — улучшение). 

В Киевском НИИ отоларингологии впервые проведены экс- 
перименты по обоснованию применения протеиназ для лечения 
хронических гайморитов (К. И. Веремеенко, 1963). В опытах іп 
ѵііго было исследовано действие кристаллических препаратов 
трипсина и химотрипсина в отдельности и их сочетания 
на экссудаты из верхнечелюстной полости. Экссудат гнойный 
или слизисто-гнойный брали при пункции гайморовой полости у 
больных. 
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Вначале была изучена рас- 
щепляемость экссудата из по- 
лости различными концентра- 
циями трипсина и химотрипси- 
на (рис. 8). При концентрации 
фермента 0,5 — 2 мг/мл наблю- 
далась прямая зависимость 
между скоростью гидролиза 
белков экссудата и количест- 
вом протеиназ. При дальней- 
шем повышении концентрации 
фермента кривая отклонялась 
от прямой зависимости. Осно- 
вываясь на этих опытах, мы 
считаем, что концентрация фер- 
мента 1 мг/мл является оптимальной для воздействия на экссу- 
дат верхнечелюстной полости. Поэтому мы применяли ее в даль- 
нейшем. 

В следующих опытах было изучено действие трипсина и хи- 
мотрипсина в отдельности и их сочетания на экссудат из верхне- 
челюстных полостей (табл. 30). В опытах, где изучалось дей- 
ствие ферментов в отдельности, концентрация их составляла 
1 мг/мл, а в опытах при их сочетании — по 0,5 мг/мл каждого. 

Как видно из табл. 30, расщепляемость образцов экссудатов 
протеиназами неодинакова, что зависит, вероятно, от характера 



Рис. 8. Гидролиз экссудата из верх- 
нечелюстной полости различными 
концентрациями трипсина (1) и 
химотрипсина (2). 


экссудата и количества белков, присутствующих в нем. В 4 опы- 
тах химотрипсин был более эффективным, чем трипсин. Смесь 

трипсина и химотрипсина 
Таблица 3 0. Расщепление экссудата из в дозах ПО 0,5 мг/мл ка- 
верхнечелюстных полостей протеиназами ждого оказывала в 4 из 6 

случаев большее гидроли- 
зующее действие на экс- 
судат, чем концентрации 
1 мг/мл каждого из них. 
Эти ферменты действуют 
на различные пептидные 
связи в белковой молеку- 
ле, усиливая протеолити- 
ческую активность друг 
друга, что соответствует 
результатам, полученным 
нами ранее при изуче- 
нии противовоспалитель- 
ного действия протеиназ 


Образцы 

экссудатов 

Оптическая плотность (Е 2в о) 

Трипсин 

I мг/мл 

Химотрип- 
син 1 МГ/МЛ 

Смесь фермен- 
тов по 0.5 мг/мл 
каждого 

1-й 

0,13 

0,19 

0,30 

2-й 

0,28 

0,66 

— 

З-й 

0,16 

0,29 

0,32 

4-й 

0,13 

0,10 

0,15 

5-й 

0,35 

0,14 

0,32 

6-й 

0,30 

0,52 

0,41 

7-й 

0,33 

0,32 

0,32 
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в опытах на животных 
(К. Н. Веремеенко, 1962). 

Известно, что кровь и 
различные ткани содержат 
ингибиторы, которые связы- 
вают протеолитические фер- 
менты и препятствуют их 
действию. Поэтому не ис- 
ключалась возможность, что 
белки, содержащиеся в по- 
лости, могут угнетать актив- 
ность ферментов. Для выяс- 
нения этого вопроса были 
проведены следующие опы- 
ты. К определенному коли- 
честву раствора химотрипсина (концентрация 1 мг/мл) добавля- 
ли равное по объему количество экссудата (опытная проба). 
Смесь выдерживали 15 мин при комнатной температуре. В конт- 
рольной пробе к раствору фермента добавляли равное по объему 
количество физиологического раствора. Оказалось, что количе- 
ство фермента, выявляемого в опытной и контрольной пробах, 
было одинаковым, т. е. в экссудате из верхнечелюстной полости 
отсутствовали вещества, угнетающие протеолитическую актив- 
ность химотрипсина. 

Нами было установлено, что в 6 образцах экссудата из верх- 
нечелюстной полости рН колебался от 7 до 8, в 3 образцах — от 
5,6 до 6,2. Так как оптимум действия трипсина и химотрипсина 
составляет рН 7—8 при реакции среды ниже указанных величин, 
необходимо вводить фермент, растворенный не в физиологичес- 
ком растворе, а в буфере с рН 7 — 8. Если же нет возможности 
определить рН содержимого полости, то фермент следует вво- 
дить в 0,1 М фосфатном буфере, рН 7,5. 

Для установления времени действия фермента в верхнече- 
люстной полости 4 больным после промывания пазух физиологи- 
ческим раствором вводили различные количества химотрипсина 
в 1 мл физиологического раствора. Непосредственно после введе- 
ния фермента и через 30 мин производили отсасывание содержи- 
мого верхнечелюстной полости и в нем определяли протеолити- 
ческую активность химотрипсина. Содержание химотрипсина, об- 
наруживаемое сразу и через 30 мин после его введения, в 1 мл 
экссудата практически одинаково (табл. 31). 

После проведенных биохимических исследований ферменты 
начали применять в клинике. Трипсин и химотрипсин использо- 


Таблица 31. Количество химотрип- 
сина, определяемое после его введения в верх- 
нечелюстную полость. 


Образцы 

экссудатов 

Количество 

введенного 

фермента, 

мг 

Количество 
сина в 1 мл 
мг 

Сразу пос- 
ле введе- 
ния 

химотрип- 

экссудата, 

Через 

30 мин 

1-й 

2,5 

0,60 

0,45 

2-й 

3,3 

0,79 

0,70 

3-й 

5 

1,20 

1,22 

4-й 

5 

1,14 

1,00 
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вали в сочетании с антибиотиками стрептомицином и левомице- 
тином, которые совместимы с этими ферментами. 

Г. В. Терентьев (1964) использовал растворы кристалличес- 
кого трипсина и химотрипсина для лечения 63 больных хрони- 
ческим гайморитом (48 — гнойным и 15 — катарально-сероз- 
ным). Большинство из них ранее упорно и безуспешно лечились 
консервативно в течение 3 — 4 лет. Введению фермента пред- 
шествовала диагностическая пункция для определения характе- 
ра экссудата, микрофлоры и чувствительности ее к антибиоти- 
кам. В пазуху, после ее промывания, вводили ежедневно при- 
готовленую ех іетроге смесь антибиотика и раствора фермента 
(5 мг на 1 мл физиологического или буферного раствора с рН 
7,5). Результат лечения контролировали клинически, рентгено- 
логически и морфологически — по количеству эмигрировавших 
лейкоцитов в промывных водах (метод Ясиновского). Уже после 
2 — 3 введений фермента и антибиотика улучшалось общее со- 
стояние больных, уменьшались головные боли и количество вы- 
делений из носа, гнойный характер их сменялся серозным, а при 
катаральном гайморите отделяемое исчезало на 2 — 3-й день. 
Лечение прекращалось при нормализации всех исходных данных 
и уменьшении эмиграции лейкоцитов до 2 — 3 в 1 мл промывной 
жидкости. Такой результат достигался уже на 3 — 4-й день лече- 
ния, в то время как при введении одних антибиотиков без фер- 
мента — лишь на 7 — 8-й день. В течение 2 лет наблюдались 43 
больных из 63. Рецидив отмечен у 14 из них, остальные были 
излечены полностью. 

Р. Д. Карал-Оглы (1973), чтобы избежать повторных пунк- 
ций верхнечелюстных пазух, вводил в полость растворы фермен- 
тов с антибиотиком или без него (при явлениях непереносимос- 
ти) через хлорвиниловую трубку, вставленную в полость на 10 
дней. Без удаления экссудата невозможно излечить ни острый, 
ни хронический гайморит, но дети и их родители относятся к 
пункциям, тем более повторным, отрицательно. В таких случаях 
применяют дренажный метод лечения. 

Е. А. Евдощенко (1973, 1974, 1976) использует для дрениро- 
вания тефлоновые трубочки, вводимые в верхнечелюстную пазу- 
ху через иглу Куликовского и оставляемые до полной санации 
пазухи. При наличии густого гнойного экссудата удаление его 
затруднено, к тому же он закупоривает дренажную трубку. В этих 
случаях Е. А. Евдощенко и Н. Я. Лекарева (1976) вводят в па- 
зуху от одного до нескольких раз в день, наряду с антибиотика- 
ми и гидрокортизоном, протеолитические ферменты — химотрип- 
син, химопсин, трипсин в количестве 5 мг в 1 мл физиоло- 
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гического раствора. Полное выздоровление у 99,5% детей с 
экссудативным гайморитом наступало через 7 — 20 сут. 

При острых и хронических воспалениях лобной пазухи про- 
теолитические ферменты также значительно повышают лечеб- 
ный эффект антибиотиков. Ьетоуепе (1964) вводил в лобную 
пазуху вначале растворы кристаллического трипсина путем тре- 
панопункции на 12 — 24 ч, затем — раствор трипсина и антибио- 
тиков, что способствовало восстановлению проходимости лобно- 
носового канала и естественной эвакуации отделяемого. Эту ме- 
тодику использовал Р. Д. Карал-Оглы (1968) для лечения 
65 больных острым и хроническим фронтитом, в том числе 12 — 
с аллергическим компонентом. Всего им сделано 80 трепано- 
пункций, при которых в пазуху вводили канюлю на 4 — 7 дней; 
2—3 раза в день через канюлю вводили по 10 — 15 мг фермента 
(трипсина, химотрипсина, химопсина) в 2 — 3 мл физиологичес- 
кого раствора вместе с антибиотиком. Осложнений при этом не 
наблюдалось. Клиническое выздоровление наступило у 56 чело- 
век, улучшение — у 7, эффекта не отмечено у 2. В период от 3 
до 12 мес рецидив воспаления наблюдали у 3 больных. 

В лечении воспалений носа и околоносовых пазух, мин- 
далин кроме протеолитических ферментов нашел применение 
лизоцим, обладающий антимикробным действием (А. Г. Лиха- 
чев и Б. Г. Либман, 1973; Соѵаііо, 1960). Лизоцим применяется 
местно — на тампонах, а также в виде вливаний и ингаляций 
аэрозоля. Последний способ используется для разжижения мок- 
роты, снятия отека слизистой оболочки при воспалениях дыха- 
тельных путей. А. Г. Лихачев и Б. Г. Либман (1973) использо- 
вали фермент для лечения трепанационных ран и добились уско- 
рения репаративных процессов и эпителизации. 

В. М. Лосицкая и соавторы (1973) доказали в опытах іп 
ѵііго целесообразность сочетанного применения протеиназ и 
лизоцима.Трипсин и химотрипсин расщепляют белки, а лизо- 
цим — мукополисахариды, придающие секрету слизистых обо- 
лочек мукоидный характер. Изучая совместное действие этих 
ферментов на гнойный экссудат из верхнечелюстных пазух, ав- 
торы установили, что трипсин повышает активность лизоцима, 
а химотрипсин тормозит ее. Эти данные указывают на целесо- 
образность применения трипсина в сочетании с лизоцимом при 
лечении воспалений околоносовых пазух носа и наличии слизис- 
то-гнойных выделений (К. Н. Веремеенко и соавторы, 1974). 

При воспалениях ЛОРорганов, особенно с выраженным 
аллергическим компонентом и отеком слизистых оболочек, 
А. И. Коломийченко и соавторы (1971) предложили использо- 
вать местно мочевину с тиосульфатом натрия. А. Л. Маркзицер 
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(1974) для усиления действия мочевины предложил вводить 
уреазу, которая расщепляет ее на углекислый газ и аммиак, что 
значительно подщелачивает гнойное содержимое. Для лечения 
59 больных острым или обостренным хроническим гнойным гай- 
моритом применяли смесь мочевины с уреазой, а при наличии 
показаний ее использовали совместно с антибиотиками, анти- 
гистаминными препаратами или УВЧ. Лечебной смесью промы- 
вали полость через пункционную иглу вначале через день, за- 
тем реже. На одно промывание расходовалось 100 мл 15% раст- 
вора мочевины и 3 мл препарата уреазы. У больных острым 
синуитом выздоровление наступало после 3 пункций, при обост- 
рении хронического — после 6 — 7. 

Важная область лечебного применения ферментов — экссу- 
дативные отиты с гнойным, мукозным и серозным отделяемым. 
Воспалительные процессы в полостях среднего уха сопровожда- 
ются скоплением экссудата в труднодоступных ячейках, карма- 
нах, ограниченных спайками, фибринозными пленками, мелких 
полостях и затрудненной его эвакуацией. При этом создаются 
очаги хронической инфекции, мало доступные местному воздей- 
ствию медикаментов. Рубцы и спайки еще больше ограничивают 
эти очаги инфекции, резко ухудшая дренаж и аэрацию сред- 
него уха. 

В опытах іп ѵііго было установлено, что трипсин и а-химо- 
трипсин в концентрации 1 — 2 мг/мл хорошо расщепляют гной- 
ный экссудат среднего уха и частично растворяют холестеатом- 
ные массы; коллагеновые волокна приобретают вид гомогенных 
масс с выраженной пикнофилией, некротизированные ткани 
гидролизуются полностью. Левомицетин (0,03 г) и стрептомицин 
(100 000 ЕД), добавленные к 1 мл трипсина и а-химотрипсина, 
не снижают активность последних, что позволяет использовать 
ферменты и антибиотики сочетанно (К. Н. Веремеенко, 1963). 
В. В. Дмитренко (1968) исследовал на 60 кроликах действие 
трипсина в сочетании с антибиотиками на течение эксперимен- 
тального гнойного воспаления среднего уха. Наилучший лечеб- 
ный эффект получен при сочетанном местном применении трип- 
сина и бициллина-3. Фермент действует на все патологические 
ткани, кариозные участки кости, холестеатому, гнойный экссу- 
дат, не влияя на здоровые ткани. А. И. Коломийченко, К. Н. Ве- 
ремеенко (1965) применяли ферменты для лечения 20 больных 
хроническим гнойным мезоэпитимпанитом, ранее длительно и 
безуспешно лечившихся консервативными способами. Местное 
применение раствора трипсина (1 мг/мл) в сочетании с промы- 
ванием среднего уха антисептиками через 8 — 10 дней приводило 
к снижению или прекращению гноетечения, нормализации сли- 
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зистой оболочки среднего уха. Наблюдение в течение 6 — 7 мес 
показало, что состояние уха оставалось хорошим. Такие же ре- 
зультаты получил А. Г. Лихачев (1965) при лечении химотрип- 
сином больных гнойными средними отитами, среди которых 
преобладали эпитимпаниты, осложненные холестеатомой. Фер- 
мент не только разжижал гнойный экссудат, но и способствовал 
разрыхлению холестеатомы и удалению ее в виде крошковатых 
масс. 

Для воздействия на рубцовую ткань Н. М. Меньшиков (1968) 
предложил применять местно ферменты протеолитического и ги- 
алуронидазного действия — лидазу и ДНК-азу, а после них — 
трипсин и химотрипсин в сочетании с антибиотиками. Однако 
при гнойных средних отитах, в отличие от воспалительных за- 
болеваний других ЛОРорганов, водные растворы лечебных ве- 
ществ могут оказывать неблагоприятный побочный эффект, 
особенно при длительной задержке их в полостях уха. Это отно- 
сится и к растворам протеолитических ферментов. Кроме того, 
водные растворы трипсина при рН 7—8 подвергаются автолизу 
и в течение 2 ч при температуре тела полностью инактиви- 
руются (К. Н. Веремеенко, 1963). В связи с этим К. Н. Вере- 
меенко была разработана методика получения эмульгированных 
препаратов протеиназ. Растворы трипсина и а-химотрипсина в 
глицерине (1 — 2 мг на 1 мл) обладали высокой стабильностью 
в отличие от водных, полностью сохраняя свою активность в те- 
чение недели при 18 — 20° С; при температуре тела (36° С) и рН 
7,6 эмульсии трипсина не теряли активности в течение 4 ч. 
Эмульсия протеиназ готовится из смеси глицеринового раствора 
фермента и антибиотика с вазелиновым маслом в отношении 
1 : 1. В 1 г эмульсии содержится 2 мг кристаллического фермен- 
та и 100 000 ЕД стрептомицина или 0,03 г левомицетина. Эмуль- 
сия, приготовленная путем тщательного размешивания при рН 
7,6, хорошо сохраняется в течение недели при температуре 3 — 
5° С. 

Для лечения отитов с аллергическим компонентом к эмуль- 
сии добавляют гидрокортизон из расчета 0,05 — 0,1 мл (1,25 — 
2,5 мг) на 1 мл эмульсии. Гидрокортизон не снижает активнос- 
ти фермента, входящего в состав эмульсии. 

Местному лечебному применению эмульсии (как и любого 
другого препарата) должны предшествовать санация носа и 
носоглотки (при наличии показаний) и удаление полипов и гра- 
нуляций из среднего уха. При этой операции местное анестези- 
рующее действие 2 — 3% раствора дикаина значительно усили- 
вается, если к 1 мл его добавить 32 ЕД лидазы, которая, депо- 
лимеризуя соединительнотканные образования, способствует 
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лучшему проникновению дикаина в ткань (К. Н. Веремеенко и 
соавт., 1968). 

Лечение эмульсией (с гидрокортизоном или без него, по по- 
казаниям) проведено 105 больным хроническим гнойным воспа- 
лением среднего уха в возрасте от 15 до 65 лет. Давность забо- 
левания была от 1 до 25 лет. У 68 из них определялась холесте- 
атома, у 16 — полипозные изменения слизистой оболочки. Все 
больные ранее лечились различными консервативными метода- 
ми, но эффект в лучшем случае был кратковременным (К. Н. Ве- 
ремеенко и соавт., 1969). Лечение эмульгированными препара- 
тами проводили амбулаторно. Препарат, подогретый до 36° С, 
вводили в среднее ухо после тщательного безводного туалета с 
помощью шприца с канюлей Гартмана через перфорацию бара- 
банной перепонки, при эпитимпанитах — в аттик. Больного 
укладывали на здоровую сторону со слегка запрокинутой голо- 
вой. В этом положении с помощью воронки Зигле несколькими 
нажатиями баллона эмульсию продвигали в лежащие глубже 
отделы среднего уха, затем вход в ухо закрывали ватным ша- 
риком, пропитанным эмульсией. Процедуру повторяли 2 — 3 раза 
в неделю. Курс лечения составлял в среднем 10 — 15 процедур, 
лишь в отдельных случаях — до 30. Побочных явлений и ослож- 
нений не было ни в одном случае. Сразу после лечения гноете- 
чение прекратилось у 83 больных, у 19 — значительно уменьши- 
лось. Трем предложена общеполостная операция ввиду 
отсутствия эффекта. В отдаленные сроки (от 1 до 5 лет) наблю- 
дали 86 больных, из которых гноетечение возобновилось у 17, но 
после 5 — 6 введений эмульсии стойко прекратилось у 11. Поло- 
жительный результат такого лечения К. Н. Веремеенко и соав- 
торы (1969) объясняют не только тем, что протеолитические 
ферменты, расщепляя и разжижая некротические массы, спо- 
собствуют их удалению и лучшему контакту антибиотиков с по- 
раженными тканями, но и способностью ферментов разрушать 
некоторые бактериальные токсины (Сіееіаші, 5и^§. 1963) и ока- 
зывать противоотечное действие. 

Для консервативного лечения гнойных отитов, стимуляции 
заживления трепанационных ран используют и другие фермен- 
ты: лизоцим (А. Г. Лихачев, 1973; 3. Ш. Шаихов и соавт., 1979), 
уреазу в смеси с мочевиной (А. Л. Маркзицер, 1974). 

Протеолитические ферменты применяют также при консер- 
вативном лечении латентных отоантритов у детей. Это тяжелое 
заболевание развивается обычно у детей грудного возраста, 
ослабленных, недоношенных, находящихся на искусственном 
вскармливании, перенесших тяжелое соматическое заболевание. 
При наличии закрытого очага инфекции антибиотикотерапия не 


111 


дает должного эффекта. Поэтому у детей с латентным отоантри- 
том даже длительное введение массивных доз антибиотиков, к 
которым чувствительна флора, часто не оказывает предполагае- 
мого лечебного эффекта без удаления гнойного экссудата из 
антрума. Однократной же антропункции, даже с промыванием 
антрума физиологическим либо антисептическим раствором и 
введением антибактериального препарата, недостаточно, и эту 
процедуру приходится повторять несколько раз, что не только 
тяжело и мучительно, но и не всегда обеспечивает своевремен- 
ное удаление накапливающегося между пункциями экссудата 
(Е. А. Евдощенко, М. А. Мельник, 1976). Наиболее щадящим 
и в то же время эффективным является консервативно-хирурги- 
ческий метод дренирования антрума с помощью тефлонового 
дренажа (Е. А. Евдощенко, М. А. Мельник, 1976), через 
который проводят ежедневные промывания полостей среднего 
уха антибактериальными препаратами. Добавление к ним про- 
теолитических ферментов способствует расщеплению и более 
полной эвакуации гнойного отделяемого, ускоряет лечение и 
повышает его эффективность. Использовав этот метод в соче- 
тании с парентеральным введением антибиотиков и общеукреп- 
ляющими мерами в лечении 54 детей с отоантритом (у 47 — дву- 
сторонним), авторы смогли излечить без антротомии 43. 

С большими трудностями встречаются отоларингологи при 
лечении хронических катаральных отитов. В течении этого забо- 
левания можно выделить две основные стадии: образования се- 
розного секрета и образования геля (так называемого «клейкого 
уха»). Хронические катаральные отиты — заболевание очень 
частое: так, например, Наггізоп, \Ѵаізоп (1969) обнаружили ги- 
персекреторный отит у 3,6% детей пятилетнего возраста среди 
более чем 1700 обследованных. Л. В. Авраменко и соавторы 
(1971) приводят данные о том, что катаральные отиты являются 
причиной тугоухости у 25% плохо слышащих людей. 

Первые описания отдельных наблюдений «клейкого уха» от- 
носятся к 50 — 60 гг. (В. А. Гукович и др., 1963; Зіігага и соавт., 
1952, 1954; Ваиег, \Ѵобак, 1961). Высказывались различные со- 
ображения о причинах, характере и источнике образующегося 
секрета. Одни авторы считали его транссудатом, возникающим 
вследствие выпотевания плазмы через стенки кровеносных сосу- 
дов, отека слизистой оболочки и стаза, развивающихся при на- 
рушении вентиляционной функции слуховой трубы; большинст- 
во же авторов разделяли точку зрения Ргіебшап (1963) и дру- 
гих, что серозное либо гелеобразное содержимое среднего уха 
представляет собой экссудат. Раіѵа, Каипіо (1975) подтвердили, 
что при секреторных отитах секрет образуется патологически 
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измененными клетками слизистой оболочки среднего уха в усло- 
виях обструкции слуховой трубы: содержание белков в пунк- 
татах из среднего уха было намного выше, чем в сыворотке 
крови. 

Основными факторами, обусловливающими возникновение и 
течение катарального отита, являются: острые и хронические 
воспалительные заболевания носа и глотки, вызывающие явле- 
ния длительного застоя и нарушение проходимости слуховой 
трубы, наличие микрофлоры в среднем ухе и изменение реак- 
тивности макроорганизма. Имеет значение также нерациональ- 
ное применение антибиотиков, особенно в сочетании с недоста- 
точно активным лечением (И. И. Гольдман, Н. А. Преображен- 
ский, 1970). 

Предложено много методов лечения хронических секреторных 
отитов, основанных на представлении авторов об этиологических 
и патогенетических факторах. Среди них были консерватив- 
ные, включавшие применение антибактериальных препаратов, 
физических методов и др., и хирургические (парацентез, тимпа- 
нотомия, шунтирование). Однако результаты были часто неудов- 
летворительные ввиду большой частоты рецидивов. Раіѵа и Ка- 
ипіо (1975) считают, что поскольку слизистая оболочка среднего 
уха активно выделяет много белковых веществ в полость, одним 
парацентезом и отсасыванием экссудата нельзя получить стой- 
кого результата. 

Данные о высоком содержании белков в отделяемом средне- 
го уха при экссудативных отитах послужили основанием к при- 
менению ферментов протеолитического действия в лечении этого 
заболевания. Соуаз (1963) сообщил о благоприятном действии 
химотрипсина при лечении катаральных отитов у детей. Автор 
сочетал транстимпанальное введение 0,7 мл раствора фермента 
в концентрации 1:5000 в полость среднего уха с внутримышечны- 
ми инъекциями по 2 мг в течение 5 дней. У всех детей, ранее 
безуспешно леченных антибиотиками, наступило стойкое улуч- 
шение слуха. Рубцовые процессы хуже поддавались лечению, да- 
вая лишь временное улучшение слуха. 

В Киевском НИИ отоларингологии протеолитические фер- 
менты (трипсин, а-химотрипсин) применяются с 1962 г. для лече- 
ния гиперсекреторных и адгезивных отитов (К. Н. Веремеенко, 
1963; А. И. Коломийченко, К. Н. Веремеенко, 1965; Л. В. Авра- 
менко и соавт., 1966, 1969; Л. А. Зарицкий и соавт., 1969). Фер- 
менты в концентрации 1:1000 вводили через слуховую трубу 
после продувания, транстимпанально либо комбинированно. 
Пункции барабанной перепонки производили 1 раз в 3 дня, на 
курс — 3 — 5 пункций; через трубу раствор фермента вводили 
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ежедневно (кроме дней, когда делается пункция), на курс — 10 — 
15 введений; после каждого введения препарата (любым путем) 
через 15—20 мин производили массаж барабанной перепонки и 
продувание трубы. Достоверное улучшение слуха, прекращение 
или уменьшение шума в ушах отмечено у 35 из 50 больных адге- 
зивными отитами (Л. В. Авраменко, 1966). При гиперсекретор- 
ных отитах такое лечение дает эффект во всех случаях, но его 
необходимо периодически повторять, при рецидивах достаточно 
провести 1 І 2 и даже 'Д курса, чтобы наблюдалось длительное 
улучшение слуха. 

При спаечных процессах в среднем ухе применяют химотрип- 
син (Л. В. Егорова, Т. Н. Родионова, 1973). Вначале раствор 
фермента вводили только транстимпанально в концентрации 1 мг 
в 0,5 мл физиологического раствора через день, в среднем 3 пунк- 
ции на курс; затем химотрипсин вводили через слуховую трубу 
как транстимпанально, так и в виде аэрозоля в концентрации 
5 мг в 2,5 мл ежедневно в течение недели. Авторы сочетали ин- 
стилляции фермента с вибромассажем барабанной перепонки 
и продуванием труб. Транстимпанальный метод дал положитель- 
ный результат, заключавшийся в улучшении слуха разной сте- 
пени в 51 наблюдении из 56, а транстубарный — в 39 из 53, пре- 
имущественно при экссудативных отитах. На основании своего 
опыта авторы рекомендуют начинать введение ферментов при 
экссудативных отитах транстубарно, а при адгезивных — транс- 
тимпанально. Подобные же наблюдения за результатами лече- 
ния 36 больных экссудативными отитами вливанием протеолити- 
ческих ферментов через слуховую трубу либо через барабанную 
перепонку приводят 3. Н. Буракова и Л. А. Берестецкая (1974). 
АиЬгу, Саиззе, Раііег (1960) отметили хорошее литическое дей- 
ствие химотрипсина на вязкие гелеобразные экссудаты в сред- 
нем ухе при транстимпанальном введении. 

Біііоп, МсСаЬе (1962) в опытах іп ѵііго установили, что хи- 
мотрипсин в концентрации 5000 ЕД в 1 мл значительно уменьшает 
вязкость густого геля из среднего уха. Согопе (1959) счи- 
тает наиболее эффективным способом лечения спаечных и слип- 
чивых туботимпанитов введение в среднее ухо смеси гидрокорти- 
зона и химотрипсина. Эта смесь, к которой при необходимости 
добавляют антибиотик с учетом чувствительности флоры, с ус- 
пехом применяется и в настоящее время для лечения серозных 
и адгезивных отитов. Так, М. К. Катиленков (1974) лечил 25 
больных экссудативным средним отитом с давностью от 1 мес 
до 3 лет в возрасте от 5 до 50 лет. У всех отмечалось резкое 
ограничение или отсутствие подвижности барабанной перепонки, 
плохая проходимость слуховых труб. На фоне общего лечения 
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и физиотерапии автор проводил 6 — 10 катетеризаций слуховых 
труб с помощью мочеточникового катетера, введенного через 
металлический, при которых среднее ухо заполнялось смесью 
гидрокортизона (15 — 20 ЕД) и химотрипсина (0,5 мг на 1 мл). 
У всех больных слух восстановился практически до нормы 
(5 — 6 м шепотной речи), улучшилась подвижность барабанных 
перепонок и проходимость труб. 

У некоторых больных экссудативными отитами в барабанной 
полости скапливается густое гелеобразное содержимое, которое 
даже после обработки протеолитическими ферментами трудно 
удалить отсасыванием через барабанную перепонку. В этих слу- 
чаях приходится прибегать к миринготомии для его механиче- 
ского удаления и последующего лечения через дренаж. 

Ма\ѵзоп (1967) произвел миринготомию с последующим от- 
сасыванием, введением а-химотрипсина и «обратным продува- 
нием» с помощью баллона Полицера со стороны слухового про- 
хода — с целью воздействия на патологически измененную слу- 
ховую трубу у 63 больных (у 9 в ухе был серозный экссудат, 
у 54 — густой «гель»). Положительный эффект получен в 76% 
случаев, отдаленные результаты не приводятся. Однако в даль- 
нейшем автор ограничивался отсасыванием геля после миринго- 
томии и введением а-химотрипсина — в ряде случаев через пи- 
стон для постоянного дренажа. От «обратной полицеризации» 
он отказался после опубликования случая мгновенной смерти при 
подобной процедуре вследствие проникновения воздуха через 
дегисценции в Іе^гпеп іугпрапі и сдавления мозга (АЬгеп, ТЬи- 
Пп, 1965), тем более, что, исследовав 94 височных кости, авторы 
нашли значительные дефекты в верхней стенке аттика в 20% 
случаев. 

Эффективность метода местной ферментотерапии экссудатив- 
ных отитов снижает сравнительно короткий период действия 
ингредиентов, входящих в состав лечебной смеси: фермент быст- 
ро инактивируется, а жидкость вытекает через слуховую трубу. 
Поэтому может представить интерес опыт ^іе^апб (1963), пред- 
ложившего готовить смесь из фермента и антибиотиков на ос- 
нове целлюлозометилового эфира и заполнять ею полость сред- 
него уха. В течение нескольких минут введенная жидкость 
превращалась в желеобразную пломбу, которая затем медленно 
растворялась, постепенно высвобождая лечебные вещества. 
Этим способом автор вылечил 21 больного хроническим гипер- 
секреторным отитом, ранее безуспешно лечившихся различными 
методами. Перспективным является применение иммобилизован- 
ных (связанных) ферментов в отиатрии вообще и в лечении экс- 
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судативных отитов в частности (К. Н. Веремеенко, Г. Ф. Кар- 
пенко, 1979). 

Протеолитические ферменты при воспалительных заболева- 
ниях ЛОРорганов можно применять местно, парентерально и с 
помощью электрофореза. Рагзопз (1958) вводил по 5000 ЕД 
химотрипсина 1 — 2 раза в неделю внутримышечно 60 больным 
синуитами и ринитами и уже в первые дни отмечал улучшение 
носового дыхания, разжижение и свободное отхождение секре- 
та. Аизіапсіег (1958) с успехом применил внутримышечные инъ- 
екции трипсина — 5 мг в 1 мл сезамного масла (так называемый 
парензим) — в лечении 106 больных острым воспалением сред- 
него уха. Курс лечения продолжался 5 дней, в течение которых 
вводили по 2,5 мг препарата 2 раза в день. Среди больных этой 
группы прибегали к миринготомии значительно реже, чем среди 
больных, не получавших протеолитических ферментов. 

Комплексное лечение различных заболеваний предусмат- 
ривает также введение ферментов с помощью физических 
факторов. 

В Киевском НИИ отоларингологии применяется электрофорез 
протеолитических ферментов как важный элемент комплексного 
лечения хронических секреторных и адгезивных отитов. Фермен- 
ты вводят с помощью гальванического тока и токов Бернара 
(диадинамических токов). Такой способ обеспечивает доставку 
фермента непосредственно в Іосиз шогЬі н усиливает его действие 
рефлекторным влиянием электрического тока, механическим эф- 
фектом (микровибрации), если используются диадинамические 
токи. Для эндаурального электрофореза фермента наружный 
слуховой проход от барабанной перепонки до активного элект- 
рода заполняется марлевыми турундами, пропитанными раство- 
ром фермента оптимальной концентрации. При введении фер- 
мента методом электрофореза обычно не отмечается местных и 
общих аллергических реакций, возникающих в ряде случаев при 
парентеральном их применении из-за антигенных свойств фер- 
ментов, являющихся чужеродными белками. Подобные реакции, 
хотя и редко, но все же наблюдали отдельные авторы. АигЬу и 
соавторы (1960) описали один случай аллергического отека 
языка и гортани после внутримышечных инъекций химотрипси- 
на. Котлет и Ріпзоп отмечали острую лабиринтную реакцию 
после введения химотрипсина в среднее ухо, хотя она могла 
быть результатом действия не самого фермента, а высокой или 
низкой температуры его раствора, т. е. являлась не аллергиче- 
ской, а калорической реакцией лабиринта. Оераеге (1962) сооб- 
щил о случае сенсибилизации к химотрипсину, введенному 
транстимпанально. 
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Препараты протеолитических ферментов используются не 
только в комплексе консервативных лечебных методов при вос- 
палительных заболеваниях ЛОРорганов. Они — эффективное 
средство, облегчающее действия хирурга при ряде операций по 
поводу спаечных процессов, в особенности в среднем ухе. По 
мнению ВоисЬе и соавторов (1960), применение химотрипсина 
для размягчения спаек и шварт в барабанной полости коренным 
образом изменило технику тимпанопластики. 

Всем отохирургам знакомы трудности, с которыми сопряже- 
но высвобождение слуховых косточек из спаек во время опера- 
ций, проводимых по поводу адгезивных отитов, тимпаносклеро- 
за, при реоперациях у больных отосклерозом, у которых перво- 
начальный функциональный эффект был нивелирован вторичной 
иммобилизацией слуховых косточек образовавшимися при орга- 
низации спаек сгустками крови. 

Раствор трипсина (5 мг на 5 мл физиологического раствора) 
готовят во время операции, когда выясняется необходимость в 
его применении. Если в барабанной полости обнаруживаются 
мясистые розовые спайки в области окон лабиринта, вокруг 
слуховых косточек, между барабанной перепонкой и медиальной 
стенкой, барабанная полость заполняется раствором фермента 
на 10 — 15 мин, после чего избыток жидкости отсасывается и раз- 
мягченные спайки удаляются. При необходимости орошение по- 
вторяется. Благодаря воздействию фермента спайки удаляются 
сравнительно легко и без большого кровотечения, что позволяет 
избежать их повторного образования в дальнейшем. 

Саиззе (1959) впервые применил химотрипсин у 15 больных 
при тимпанопластике и у 2 — при операции по поводу адгезив- 
ного отита. Раствором химотрипсина в концентрации 5 мг на 5 — 
10 мл физиологического раствора производилось орошение опе- 
рационного поля до 3 — 4 раз, начиная с момента экспозиции 
барабанной полости. Химотрипсин оказывал быстрое литическое 
действие в течение 3 — 10 мин на синехии и фиброзную ткань, об- 
легчая высвобождение от них косточек и окон лабиринта. Пре- 
парат не вызывал болевых ощущений, не оказывал побочного 
действия. По сообщению ВоисЬе и соавторов (1960), фиброзные 
образования, окружающие слуховые косточки, удаляют с по- 
мощью химотрипсина очень легко: они размягчаются до такой 
степени, что удаляются с помощью отсасывателя. Вепіп^аза 
(1962) для облегчения действия фермента предварительно с по- 
мощью насечек нарушал эпителиальный покров фиброзных 
спаек. 

Все отохирурги, применявшие при операциях протеолитиче- 
ские ферменты, подчеркивают, что, растворяя спайки и синехии, 
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они не оказывают действия на нормальные ткани — мукопери- 
ост, суставные капсулы слуховых косточек, связочный аппарат 
среднего уха. 

В Киевском НИИ отоларингологии протеиназы применяются 
при операциях на среднем ухе с 1962 г. Б. Л. Французов, К. Н. Ве- 
ремеенко (1963) использовали химотрипсин в виде местных ап- 
пликаций у 50 больных при операции тимпанопластики для об- 
легчения ликвидации фиброзных образований, высвобождения 
слуховых косточек и удаления эпидермиса с медиальной стенки 
полости. 

Протеиназы, а также ферменты гиалуронидазного действия 
эффективны при местном применении во время реопераций при 
отосклерозе, когда причиной вторичного снижения слуха явля- 
ются спайки, организовавшиеся фибрин и гранулемы (И. Л. За- 
рицкая, 1964; А. И. Коломийченко и соавт., 1965). 

Применение ферментов в комплексе консервативных и хи- 
рургических методов лечения воспалительных заболеваний ЛОР- 
органов значительно повышает эффективность терапии, сокра- 
щает сроки лечения в амбулатории и стационаре, позволяет у 
многих больных, в частности адгезивными отитами, избежать 
операции, получив функциональный и морфологический эффект 
консервативным бескровным способом. 

ФЕРМЕНТЫ В КОМПЛЕКСНОЙ ТЕРАПИИ 

ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИИ ЛОРОРГАНОВ 

В настоящее время имеется три основных метода лечения 
злокачественных новообразований: лучевой, хирургический и 
комбинированный, который заключается в сочетании первых 
двух. В последние годы более широкое распространение полу- 
чила химиотерапия, особенно регионарная. Однако современное 
состояние химиотерапии опухолевых заболеваний позволяет ис- 
пользовать ее как самостоятельный метод лишь при отдельных 
формах злокачественных опухолей, преимущественно это — ост- 
рый лимфобластный лейкоз у детей, лимфома Бэркитта, семино- 
ма яичка, хорионэпителиома, опухоль Вилмса. При остальных 
злокачественных новообразованиях лекарственная терапия яв- 
ляется лишь одним из составных элементов комплексного лече- 
ния, дополняющим основные методы — лучевой и хирургический 
(Н. Н. Блохин, 1977). 

Химиотерапевтические препараты действуют на различные 
звенья обменных процессов, причем они влияют в одинаковой 
степени на опухолевую и на здоровую ткани, подавляя защитные 
силы организма. Это отрицательное свойство резко ограничи- 
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вает их применение, поскольку реактивность организма, его им- 
мунный надзор играют решающую роль в механизме канцеро- 
генеза и метастазирования (Р. Е. Кавецкий, 1977). Поэтому 
поиски новых препаратов, особенно естественного происхожде- 
ния, ведутся широко и постоянно. В последние годы привлекают 
особое внимание препараты ферментов, которые имеют сущест- 
венное преимущество перед химиотерапевтическими препаратами 
синтетического происхождения, так как им присущи строгая 
специфичность в отношении определенных субстратов и высокая 
каталитическая активность. 

Применение ферментов при лечении опухолей не преследует 
цели возвращения опухолевой клетки к нормальному ее состоя- 
нию, аналогично тому, как и терапия другими биологически 
активными веществами (например, гормонами) не приводит к 
нормализации функции органов внутренней секреции. Однако 
продолжительным введением ферментов непосредственно в опу- 
холь можно добиться контроля над скоростью роста, дифферен- 
цировки, инвазивности и метастазирования раковой опухоли. 

Ферменты в комплексной терапии ран и лучевых осложнений 

при злокачественных новообразованиях ЛОРорганов 

Лечение послеоперационных ран и лучевых осложнений у 
больных злокачественными новообразованиями ЛОРорганов, 
несмотря на значительные достижения в этой области, остается 
еще сложной и нерешенной проблемой. Это объясняется лока- 
лизацией опухолей в зоне облученных тканей, где изменения 
носят не только воспалительный, но и трофический характер. 

Проникающая радиация, оказывая разрушающее действие на 
опухоль, повреждает и здоровую окружающую ткань, которая 
играет важную роль в репаративных процессах. Вследствие от- 
рицательного влияния проникающей радиации возникают луче- 
вые и послелучевые реакции и осложнения: сухие и влажные 
эпидермиты, эритемы слизистых оболочек, рентгено- и радио- 
эпителииты, отеки слизистых оболочек и мягких тканей, хонд- 
риты и перихондриты хрящей гортани, хондронекрозы, которые 
значительно отягощают общее состояние больных, часто вынуж- 
дают прерывать лечение, снижая эффективность лучевой тера- 
пии. Наиболее тяжелым последствием облучения является раз- 
витие отека слизистой оболочки и появление перихондрита хря- 
щей гортани. Консервативные мероприятия в настоящее время 
мало эффективны в предотвращении и лечении указанных 
осложнений. Поэтому они заканчиваются развитием стеноза гор- 
тани, что нередко заставляет прибегать к срочной трахеотомии, 
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а иногда и к полному удалению гортани. Введение в лечебную 
практику антибиотиков и сульфаниламидов значительно улуч- 
шило исходы оперативных вмешательств на гортани, особенно 
у лиц, не подвергавшихся лучевой терапии. У больных, получив- 
ших полный курс облучения (иногда повторный), применение 
антибиотиков мало эффективно, в связи с чем в послеоперацион- 
ном периоде у них часто наблюдается расхождение швов, раз- 
витие обширных и глубоких гнойно-некротических процессов в 
ране, появление индуративных отеков в области мягких тканей 
шеи. Вследствие пониженной способности окружающих рану 
тканей к репаративным процессам замедляется отторжение не- 
кротических масс и рост грануляций. Заживление такой раны 
происходит слишком медленно и заканчивается образованием 
глоточного свища или стойкой фарингоэзофагостомы. В подобных 
случаях нередко прибегают к пластическим операциям по за- 
крытию образовавшихся дефектов глоточно-пищеводного со- 
устья, которые также не всегда эффективны, поскольку исполь- 
зуются при этом ткани шеи, подвергавшиеся облучению. Фор- 
мирование филатовского стебля в области груди и миграция его 
к фарингоэзофагостоме значительно удлиняют сроки выздоров- 
ления больных. Стремление хирургов ускорить заживление об- 
ширных гнойно-некротических ран заставляет их прибегать к по- 
искам новых, более эффективных лекарственных средств. 

Лечение гнойно-некротических процессов преследует цели 
раннего удаления девитализированных тканей из раны, по- 
давления микрофлоры и ускорения регенерации. Широкое 
увлечение антибиотиками при лечении гнойных ран долгое время 
оставляло в стороне процессы некролиза, а применение гипер- 
тонических растворов поваренной соли в фазе гидратации спо- 
собствовало лишь удалению из ран продуктов распада, обра- 
зующихся под действием протеолитических ферментов, которые 
освобождались из поврежденных тканей. 

Доказано, что ферментным системам принадлежит основная 
роль в очищении ран от гноя и нежизнеспособных тканей. Еще в 
1952 г. И. В. Давыдовский сообщал, что управление процессами 
регенерации возможно лишь ферментативным путем. Это побу- 
дило многих хирургов использовать ферменты протеолитическо- 
го и нуклеазного действия для лечения гнойно-воспалительных 
процессов (В. И. Стручков и соавт., 1970; В. К. Гостишев и соавт., 
1973, и др.). 

Мы применили ферменты в комплексной терапии послеопера- 
ционных ран и лучевых осложнений у 164 больных злокачест- 
венными новообразованиями ЛОРорганов, в основном раком 
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гортани, находившихся на стационарном лечении в Киевском 
НИИ отоларингологии за период с 1965 по 1975 г. 

Послеоперационные раны у больных ЛОРонкологическими 
заболеваниями имеют свои особенности: фазы альтерации и 
и пролиферации протекают у них более торпидно и длительно 
по сравнению с больными неонкологическими болезнями. Поми- 
мо возраста и основного заболевания на течение репаративных 
процессов у этих больных значительное влияние оказывает так- 
же то, что оперативное лечение сочетается с предварительной 
рентгено- или телегамматерапией, что еще больше снижает об- 
щую и местную сопротивляемость организма к инфекции, угне- 
тает интенсивность обменных процессов. 

Для лечения применялись трипсин, химотрипсин, химопсин 
(смесь трипсина и химотрипсина) , РНК-аза и ДНК-аза. Выше- 
указанные препараты ферментов использовали в отдельности и 
в различных сочетаниях между собой, антибиотиками и моче- 
виной. Пути введения ферментов: местное применение в виде 
аппликаций, присыпок, орошений, обильно увлажненных там- 
понов; внутримышечные инъекции; ингаляции аэрозолей. 

Показания к использованию ферментов нами условно были 
разделены на три группы: а) профилактика осложнений, т. е. 
введение энзимов сразу после операции, а иногда и раньше — 
за 2 — 3 дня до операции; б) лечение осложнений, когда энзимы 
применяли после расхождения швов в ране и образования не- 
кроза мягких тканей; в) терапия лучевых реакций и осложне- 
ний с помощью ингаляций ферментов в виде аэрозолей и внутри- 
мышечных инъекций. 

Ферменты в профилактике послеоперационных осложнений. 

Для предупреждения послеоперационных осложнений ферменты 
одновременно с антибиотиками вводили внутримышечно в тех 
случаях, когда имелись основания предвидеть подобные ослож- 
нения: при расширенной ларингэктомии, когда вместе с удале- 
нием гортани производилось иссечение части шейного сегмента 
пищевода, боковой стенки глотки, корня языка, доли щитовид- 
ной железы; операции гайморотомии по Денкеру или Муру с 
удалением опухоли; после массивной дозы лучевой терапии или 
неоднократного курса облучения; при наложении плановой фа- 
рингоэзофагостомы во время расширенной экстирпации гортани; 
после частичных резекций гортани. 

Так как протеолитические ферменты обладают противовоспа- 
лительными свойствами и способностью уменьшать отек при 
парентеральном введении, мы (К. Н. Веремеенко и соавт., 1968) 
с целью профилактики осложнений больным раком гортани вну- 
тримышечно вводили трипсин и химотрипсин. Наряду с фермен- 
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тами больные получали антибиотики (пенициллин, стрептоми- 
цин, морфоциклин). Методика применения протеолитических 
ферментов была следующей: 10 мг кристаллического трипсина 
или химотрипсина, содержащегося во флаконе, растворяли в 
2 — 4 мл 0,5% раствора новокаина и вводили внутримышечно по 
5 — 10 мг 2 раза в сутки на протяжении 10 дней и больше. Анти- 
биотики, а также нередко и ферменты, начинали вводить за 2 — 3 
дня до хирургического вмешательства и продолжали в послеопе- 
рационном периоде до устойчивой нормализации температуры. 
Лицам, подвергшимся полной экстирпации гортани или частич- 
ной ее резекции с наложением трахеостомы, наряду с паренте- 
ральным введением ферментов целесообразно в первые дни за- 
капывать в трахею 0,25% раствор трипсина или химотрипсина 
по 8—10 капель каждые 30 мин с периодическим отсасыванием 
через трахеостому содержимого трахеи и бронхов с помощью 
электроотсоса. Протеолитические ферменты, разжижая густую 
вязкую мокроту, значительно улучшают дренажную функцию 
бронхов и предотвращают развитие послеоперационной пневмо- 
нии. 

Послеоперационный период у больных, получавших внутри- 
мышечные инъекции протеиназ в сочетании с введением их в 
трахею, протекал без осложнений, реактивные явления в тканях, 
окружающих рану, были выражены незначительно. Отхаркива- 
ние слизи и мокроты через трахеотомическую канюлю облегча- 
лось вследствие их разжижения. Из 52 больных, которые под- 
вергались ферментотерапии в послеоперационном периоде, пер- 
вичное заживление раны наблюдалось у 37 лиц, у 13 — рана 
зажила вторичным натяжением и лишь у 2 больных понадоби- 
лась пластическая операция. В то же время из 52 больных, не 
получавших в послеоперационном периоде трипсина и химо- 
трипсина, первичное заживление ран наблюдалось у 19 больных, 
вторичным натяжением рана закрылась у 26 и у 7 больных 
необходимо было пластическое закрытие глоточно-пищеводного 
дефекта. 

Ферменты в комплексной терапии послеоперационных ран. 

Протеиназы нашли применение при лечении гнойно-некротиче- 
ских процессов, возникающих при заживлении ран после ларинг- 
эктомии и резекций гортани. 

С целью ускорения раневого отделяемого, отторжения некро- 
тизированных тканей и более раннего гранулирования мы раз- 
работали следующую схему лечения послеоперационных ран: 
для местного применения ферменты (трипсин, химотрипсин, 
химопсин, рибонуклеаза) назначали как в отдельности, так и в 
комбинации с антибиотиками — стрептомицином и морфоцикли- 
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ном. Антибиотики применяли с учетом чувствительности к ним 
микрофлоры в дозе (250 000 — 1000 000 ЕД), варьирующей в 
зависимости от величины раневой поверхности и глубины некро- 
за. Мы также всегда учитывали фазу течения раневого процесса 
(гидратации и дегидратации). Так, при наличии некроза с 
обильным гнойным отделяемым рану присыпали порошком фер- 
мента и антибиотика, подобранного соответственно чувствитель- 
ности к нему микрофлоры. Дозы фермента определяли в зави- 
симости от площади и глубины раневой поверхности, наличия 
карманов и затеков, обилия и характера раневого отделяемого. 
Если раневого отделяемого было немного, то растворяли 25 — 
100 мг одного из энзимов (и соответственно 250 000 — 1 000 000 ЕД 
антибиотика) в 10—30 мл физиологического раствора, обильно 
смачивали марлевый тампон или салфетки и вводили в рану на 
сутки. Для ускорения эвакуации раневого содержимого, лизиро- 
ванного ферментом, в рану вводили дополнительно марлевый 
тампон с гипертоническим (10%) раствором хлористого натрия, 
который, как было установлено в опытах іп ѵйхо, не влияет на 
протеолитическую активность применяемых нами ферментов. 
В большинстве случаев через 8 — 10 дней от начала лечения 
ферментами рана очищалась от некротических масс и появлялся 
рост сочных грануляций. В этот период мы прекращали введение 
в рану тампонов с гипертоническим раствором хлористого на- 
трия, так как последний высушивает и повреждает молодую 
грануляционную ткань. В отдельных случаях процесс очищения 
и заживления ран был более длительным, что объяснялось глу- 
боким дистрофическим изменением мягких тканей в результате 
повреждающего действия лучевой терапии. Нередко течение 
раневого процесса сопровождалось появлением неприятного за- 
паха, еще более усиливающегося при местном введении фермен- 
тов. В подобных случаях с целью дезодорации мы пользовались 
инсуфляцией йодоформа, чередуя ее с введением в рану энзи- 
мов. Применение одного йодоформа, как было установлено нами 
раньше, не ускоряло процесса отторжения некротических масс, 
заживление раны происходило медленно и выздоровление боль- 
ных наступало позже. 

У больных с послеоперационными осложнениями после ла- 
рингэктомии в виде обширных и глубоких некротических процес- 
сов в ране с вовлечением в патологический очаг не только 
поверхностных тканей (кожи и подкожной клетчатки), но и глу- 
боко расположенных образований (фасций, глубоких мышц шеи, 
сосудисто-нервного пучка) местное применение рибонуклеазы и 
антибиотика сочетали с внутримышечными инъекциями трипси- 
на или химотрипсина, причем РНК-азу и антибиотик использо- 
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вали в виде присыпок в рану (25 — 100 мг энзима и 250 000 — 
1 000 000 ЕД соответствующего антибиотика), а протеиназы 
вводили парентерально по 5 мг 2 раза в сутки на протяжении 
10 дней и больше (К. Н. Веремеенко и соавт., 1968). 

Во время перевязки для удаления некротических тканей, 
лизированных ферментом, рану промывали 3% раствором пере- 
киси водорода, осушали марлевыми шариками и присыпали по- 
рошком энзима и антибиотика. Расщепляя девитализированные 
белки, ферменты, по мнению АЬбегбаЫеп (1961), лишают микро- 
организмы питательной среды и делают их более доступными 
действию антибиотиков. 

Комплексное введение РНК-азы и трипсина (химотрипсина) 
способствовало очищению ран от некротических масс, уменьше- 
нию отека окружающих тканей и ускорению перехода раневого 
процесса в фазу дегидратации — активный репаративный период. 
В некоторых случаях при наличии «толстых» некротических 
масс в ране мы вначале удаляли их хирургическим путем, после 
чего поверхность раны засыпали порошком фермента и антибио- 
тика. Однако в связи со значительной распространенностью нек- 
роза в глубь раны и опасностью повреждения сосудисто-нервного 
пучка шеи это не всегда удавалось произвести. 

При лечении больных ЛОРонкологическими заболеваниями 
с обширными и глубокими некрозами в ране необходимо учиты- 
вать и другие факторы, которые играют важную роль в репара- 
тивных процессах: общее состояние организма, его иммунобио- 
логическую реактивность, витаминную обеспеченность и др. 
Поэтому при комплексном лечении этих больных, наряду с фер- 
ментами и антибиотиками, назначались поливитамины и сред- 
ства, улучшающие иммунологическую реактивность организма 
(переливание крови, плазмы и различных кровезаменителей). 

Для сравнения полученных данных была обследована конт- 
рольная группа из 30 больных с аналогичными заболеваниями, 
которых лечили обычными методами — введением в рану там- 
понов с 10% раствором хлористого натрия, инсуфляцией йодо- 
форма, мазевыми повязками. Включение ферментных препара- 
тов в комплекс лечебных мероприятий сокращало сроки очище- 
ния ран от некротических масс (с 16,5 до 8 сут), ускоряло рост 
грануляционной ткани с 19,5 до 10,5 сут и приближало время 
проведения пластических операций с 34 до 21 сут. 

Энзимотерапию проводили на фоне общепринятых методов 
лечения послеоперационных осложнений: своевременного рас- 
крытия раны, удаления гноя, дренирования полости, антибакте- 
риальной и общеукрепляющей терапии. При оценке течения ра- 
невого процесса мы учитывали характер экссудата, наличие ги- 
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перемни и отечности окружающих рану тканей, сроки очищения 
ран от некротических масс, появление и вид грануляций, цвет, 
консистенцию, кровоточивость их, время подготовки фарингоэзо- 
фагостомы к пластической операции. Для суждения о характере 
регенеративных процессов изучали цитологию ран по методу 
М. П. Покровской и М. С. Макарова (1942). Исследовали рН 
раневого содержимого, принимая во внимание, что активность 
ферментов зависит в значительной мере от среды, в которой про- 
является их действие. Микробиологический контроль осущест- 
вляли с помощью определения микрофлоры и чувствительности 
ее к антибиотикам. 

Изменения состояния ран в процессе энзимотерапии наступа- 
ли через 1 — 2 сут и определялись макроскопически и при микро- 
скопии мазков-отпечатков. Макроскопические изменения заклю- 
чались в выраженном некролитическом и противовоспалитель- 
ном действии ферментов, более ускоренном очищении раневой 
поверхности от нежизнеспособных тканей и росте грануляций. 

После 1 — 2 перевязок раневая поверхность покрывалась жид- 
кими некротическими массами, нередко с запахом, которые уда- 
лялись при промывании из шприца раствором перекиси водоро- 
да и просушивании марлевыми тампонами. При этом отмечалось 
улучшение состояния больного: исчезали боли, уменьшались 
отечность и воспалительная инфильтрация окружающих рану 
тканей. К 7 — 8-му дню энзимотерапии в большинстве случаев 
раневая поверхность полностью очищалась от нежизнеспособных 
тканей, появлялись здоровые, розовые, легко кровоточащие гра- 
нуляции, полностью исчезала воспалительная инфильтрация. 
В некоторых случаях очищение раны затягивалось на более про- 
должительный срок (до 3 — 4 нед и более): в этих случаях 
сказывалось влияние массивных доз лучевой терапии. Иногда 
уже во время операции у части больных становилось возможным 
до некоторой степени предвидеть по внешнему виду тканей (по- 
следние напоминали вареное мясо) неблагоприятный ход за- 
живления раневого процесса. Таким образом, скорость очищения 
ран зависела от количества некротизированных тканей и глуби- 
ны некротических изменений, вызванных проникающей радиа- 
цией. 

Более заметное некролитическое действие у таких больных 
наблюдалось при сочетании местного применения нуклеаз в виде 
присыпок с внутримышечными инъекциями протеолитических 
ферментов. 

У больных контрольной группы процесс заживления ран про- 
текал значительно медленнее — в среднем 35 — 40 дней (в отдель- 
ных случаях даже 2 — 3 мес). 
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При микроскопическом изучении мазков-отпечатков ран не- 
посредственно перед началом применения ферментов обнаружи- 
валось большое количество дегенеративных форм нейтрофиль- 
ных лейкоцитов. 

После 2 — 3-кратного применения ферментов число нейтро- 
фильных лейкоцитов снижалось, резко уменьшалось количество 
дегенеративных форм; увеличивалось содержание полибластов 
и макрофагов. Как только наступало очищение раны от нежизне- 
способных тканей (4 — 5-й день энзимотерапии) , количество мак- 
рофагов быстро уменьшалось при одновременном увеличении 
числа полибластов. Такое изменение клеточного состава ране- 
вого отделяемого в процессе местного и парентерального введе- 
ния энзимов не выходило за пределы известных патофизиологи- 
ческих процесов, происходящих в гнойной ране при естественном 
их течении, но значительно сокращало сроки отдельных фаз те- 
чения раневого процесса (в частности, стадию гидратации), что 
свидетельствовало об активном репаративном процессе. 

Наряду с изменением клеточного состава ран в процессе 
энзимотерапии наблюдалась тенденция к нормализации протеи- 
нограмм крови и содержания аг-МГ (К. Н. Веремеенко, Г. А. Опа- 
нащенко, 1968). 

До начала лечения ферментами микрофлора была устойчи- 
вой к пенициллину в 72% случаев, стрептомицину — в 68,5%, 
левомицетину — в 41%, тетрациклину — в 43%, морфоцикли- 
ну — в 35%. К концу лечения, перед выполнением пластической 
операции, у 45% больных рост микрофлоры не обнаружен. После 
лечения ферментами изменилась и чувствительность микрофло- 
ры к антибиотикам: к пенициллину ее устойчивость снизилась 
до 26,5%, к стрептомицину — до 35,6%, левомицетину — до 30%, 
тетрациклину — до 11,2%, морфоциклину — до 10,2%. Следова- 
тельно, в процессе энзимотерапии возрастает чувствительность 
микрофлоры к антибиотикам и повышается их эффективность в 
лечении послеоперационных ран. 

Механизм изменения антибактериального действия антибио- 
тиков под влиянием ферментов, как отмечают В. И. Стручков 
и соавторы (1970), во многом неясен. По мнению Кеізег (1953), 
протеолитические ферменты, лизируя белки, лишают микробную 
клетку питательных веществ, необходимых для ее роста и раз- 
множения. Кроме того, при наличии обильного гнойного отделя- 
емого и некротических тканей эффект антибиотиков ослаблен 
ввиду затрудненного их доступа к микроорганизмам, а энзимы, 
расщепляя составные части гноя и омертвевших тканей, облег- 
чают контакт антибактериальных препаратов с микробной клет- 
кой. 
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В последние годы при лечении ожоговых ран с целью уси- 
ления расщепляющей способности протеиназ стали применять 
мочевину (А. А. Тюкина, 1973). Мы использовали ее в сочетании 
с протеолитическими ферментами для лечения послеоперацион- 
ных ран у больных ЛОРонкологическими заболеваниями. 

Методика лечения заключалась в следующем: если рана на- 
ходилась в стадии гидратации с обильным гнойным отделяемым, 
ее промывали перекисью водорода (3% раствор), осушали ра- 
невую поверхность марлевыми шариками, удаляя остатки некро- 
тических масс, и засыпали в рану приготовленную ех Іешроге 
смесь сухой мочевины с трипсином (химотрипсином) в соотно- 
шении 10 весовых частей мочевины и 1 часть фермента. При 
переходе раны в фазу дегидратации, когда раневого отделяемо- 
го было немного, смесь фермента и мочевины (10 мг и 100 мг 
соответственно) растворяли в 20 мл физиологического раство- 
ра, смачивали этим раствором тампоны или салфетки и оставля- 
ли их в ране на сутки. 

Под наблюдением находилось 20 больных раком гортани с 
тяжелыми осложнениями в послеоперационном периоде — об- 
ширными и глубокими некротическими процессами в ране после 
расширенной ларингэктомии или ларингэктомии с одновремен- 
ной операцией Крайля. Все они лечились ферментами в сочета- 
нии с мочевиной по вышеуказанной методике. Результаты этих 
исследований показали, что сроки очищения послеоперационных 
ран у таких больных сокращаются почти в 2 раза по сравнению 
с обычными методами лечения (соответственно 7 и 13 дней), а 
грануляционная ткань образуется еще быстрее (9 дней по сра- 
внению с 21 в контрольной группе). Следует учесть, что все об- 
следуемые подвергались в дооперационном периоде облучению 
в дозе от 12 000 до 15 000 рад (повторными курсами), вслед- 
ствие чего послеоперационный период, несмотря на паренте- 
ральную антибиотикотерапию, протекал очень тяжело — с вы- 
сокой температурой в течение 7 — 10 дней. 

Ферменты в терапии лучевых осложнений. В настоящее время 
удалось добиться значительного уменьшения лучевого воздей- 
ствия на поверхностно расположенные ткани кожи, подкожной 
клетчатки, мышцы, хрящи гортани благодаря более широкому 
внедрению в медицинскую практику гамматерапевтических уста- 
новок, но лучевая нагрузка на слизистую оболочку гортани, где 
поглощенная доза практически остается равной или близкой 
таковой в опухоли, не уменьшилась. 

Мы проводили лечение ферментами лучевых осложнений, ко- 
торые обычно характеризуются появлением неприятных ощуще- 
ний в глотке, саднения, нередко болями. При фаринго-ларинго- 
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скопии при этом определяется выраженная гиперемия и даже 
отечность слизистой оболочки глотки и гортани. Увеличение до- 
зы облучения обычно сопровождается усилением неприятных 
ощущений в глотке, появлением постоянной боли при глотании, 
прогрессированием воспалительного процесса. Наряду с выра- 
женной гиперемией и отечностью слизистой оболочки отмечают- 
ся островки беловато-серых налетов, расположенных по слизи- 
стой оболочке в месте и вокруг зоны облучения. Это так назы- 
ваемыей островковый, или очаговый, эпителиит. Он появляется 
при облучении в дозе 3500 — 4000 рад. Если лучевую терапию не 
прекратить, то островки налетов сливаются и приобретают вид 
пленок, т. е. возникает пленчатый, или диффузный, эпителиит. 
Чаще всего он появляется при облучении в дозе 4500 — 5500 рад. 
Общее состояние больных при этом ухудшается, из-за резких 
болей в глотке они отказываются от приема пищи, нередко у них 
повышается температура тела. 

Для лечения ранних лучевых осложнений у 37 больных раком 
гортани и гортаноглотки мы использовали ДНК-азу местно в 
виде ингаляций аэрозолей и внутримышечные инъекции трипси- 
на и химотрипсина. Применяя ДНК-азу, исходили из ее свойств 
деполимеризовать ДНК — составную часть вязких экссудатов. 
Перед ингаляцией во флакон, содержащий 15 ЕА ДНК-азы 
(10 мг), вводили 5 мл физиологического раствора для получе- 
ния концентрации фермента 3 ЕА в 1 мл раствора. Ингаляции 
проводили 2 — 3 раза в сутки в течение 5 — 10 мин на протяжении 
6 — 8 дней (на одну ингаляцию обычно расходуется 3 мл раство- 
ра фермента). После 3 — 4 процедур больные отмечали облегче- 
ние в откашливании мокроты, исчезновение сухости и першения 
в горле, значительное уменьшение, а иногда и прекращение бо- 
лей при глотании. При осмотре наблюдалось уменьшение гипе- 
ремии слизистой оболочки глотки и гортани, а также исчезно- 
вение островков беловато-серых налетов. Такое благоприятное 
действие ферментов способствовало тому, что больные принима- 
ли полный курс лучевой терапии, не делая вынужденного пере- 
рыва в лечении. 

При появлении пленчатого эпителиита на слизистой оболоч- 
ке глотки и гортани дальнейшее облучение прекращали, и наря- 
ду с ингаляциями ДНК-азы внутримышечно вводили трипсин 
или химотрипсин по 5 мг 2 раза в сутки до исчезновения воспа- 
лительных явлений. С помощью указанных мероприятий в те- 
чение 5 — 6 дней можно ликвидировать выраженную лучевую 
реакцию и возобновить лечение. Лучший терапевтический эф- 
фект наблюдался у тех больных, которые одновременно с инга- 
ляцией ДНК-азы получали парентерально протеолитические 
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ферменты. Опыт показал, что протеиназы необходимо назначать 
при появлении первых признаков лучевой реакции, а в некоторых 
случаях (при установлении вторичных воспалительных явлений в 
области первичного патологического очага) — за 3 — 4 дня до 
начала лучевой терапии. 

Во время применения ферментов протеолитического и нукле- 
азного действия в комплексном лечении послеоперационных ран 
и лучевых осложнений мы в основном не наблюдали серьезных 
побочных эффектов. Исключение составляли 7 больных: из них 
у 3 появились кожные высыпания после внутримышечного введе- 
ния химотрипсина, а 4 человека предъявили жалобы на жжение 
в ране после присыпки трипсином, которое было непродолжи- 
тельным и вскоре прекратилось. 

Исследование возможности 
применения ферментов нуклеинового обмена 
в комплексном лечении злокачественных опухолей 
верхних дыхательных путей 

В настоящее время предприняты попытки использовать раз- 
личные группы ферментов, главным образом действующих на 
нуклеиновые кислоты, белки, аминокислоты, для подавления 
опухолевого процесса, поскольку с этими веществами связан 
рост опухоли. Однако положительные результаты получены 
только в эксперименте (Т. Т. Березов, 1971). Единственным фер- 
ментным препаратом, который оказал клинический эффект, в 
особенности в комплексе с цитостатиками, является Б-аспараги- 
наза, расщепляющая аспарагин, необходимый для синтеза бел- 
ка. Этот фермент эффективен в лечении лейкозов у детей: наи- 
более чувствителен к препарату острый лимфобластный лейкоз, 
худшие результаты получены при миелобластном лейкозе. Это 
объясняется тем, что лимфобласты не содержат фермента аспа- 
рагин-синтетазы, который осуществляет синтез аспарагина, т. е. 
раковая клетка характеризуется паразитическим типом амино- 
кислотного обмена и использует некоторые аминокислоты хозяи- 
на, а сама потеряла способность к их синтезу вследствие дефи- 
цита фермента. Поэтому всестороннее изучение ферментов 
опухолей важно для разработки рациональных путей энзимоте- 
рапии в онкологии (С. Р. Мардашев, 1975). 

Среди многочисленных биохимических изменений, происходя- 
щих в организме, пораженном злокачественным процессом, боль- 
шое значение имеет нарушение обмена нуклеиновых кислот, на- 
ходящееся в тесном взаимодействии с другими изменениями в 
обмене веществ, которые присущи этому заболеванию. Нуклеи- 
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новые кислоты являются основными соединениями, обеспечиваю- 
щими рост, развитие, дифференцировку, передачу генетической 
информации и закрепление наследственных признаков. Значение 
нуклеиновых кислот в передаче генетической информации, ко- 
торая связана с опухолевым ростом, объясняет интерес к специ- 
фическим ферментам нуклеинового обмена — нуклеазам. 

Начиная с 40-х годов XX в. в литературе появляются отдель- 
ные сообщения об эффективности воздействия на опухоль некото- 
рых ферментов в эксперименте и клинике. В опытах на живот- 
ных и в клинике было проверено действие химотрипсина. КгеЬз 
и соавторы (1947) сообщают о полном излечении костной сар- 
комы у женщины после внутривенной инъекции 10 мг кристал- 
лического химотрипсина. Данная опухоль была устойчивой к 
лучевой терапии. Согласно Веагб (1949), некоторые саркомы 
Иенсена полностью исчезали после введения фермента. Боль- 
шие саркомы рассасывались на 60 — 80%, но крысы обычно поги- 
бали от интоксикации или вторичной инфекции. На доброкачест- 
венные опухоли введение химотрипсина не оказывало никакого 
действия. 

В последние годы в литературе по онкологии появился ряд 
сообщений, указывающих на положительное действие нуклеаз 
в эксперименте (С. Е. Манойлов и соавт., 1966; Т. Т. Березов, 
1971; Б. М. Куриненко и соавт., 1977) и клинике (Л. Г. Богомо- 
лова и соавт., 1967; А. А. Гавелов и соавт., 1967; А. И. Гнатышак 
и соавт., 1968; С. Е. Манойлов, 1971; Г. А. Опанащенко и соавт., 
1975; Оо1сіЬег§, Ріііз, 1966, и др.). А. А. Гавелов и соавторы 
(1967) применяли РНК-азу в комплексной терапии 34 больных с 
различными опухолями половой сферы. У 25 из них отмечалось 
значительное улучшение общего состояния и уменьшение мест- 
ного опухолевого процесса. Авторы находят целесообразным 
использование фермента РНК-азы в комплексной терапии онко- 
логических больных. С. Е. Манойлов и соавторы (1966) исследо- 
вали действие РНК-азы на рост опухоли в сочетании с прони- 
кающей радиацией, которая приводит к резкому изменению 
проницаемости опухолевых клеток. Лучевая терапия способст- 
вует проникновению РНК-азы внутрь опухолевых клеток и их 
разрушению, вследствие чего повышается терапевтический эф- 
фект комбинированного лечения. 

О более широком использовании ферментов в эксперименте 
и клинике сообщается в двух монографиях (С. Е. Манойлов, 
1971; Вольф, Рансбергер, 1976). 

С целью выяснения возможности использования нуклеаз, в 
частности РНК-азы, в комплексном лечении больных раком 
верхних дыхательных путей нами проведен ряд исследований. 
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В опытах іп ѵііго установлено, что содержание РНК в опухоле- 
вой ткани выше, чем в «непораженной» слизистой оболочке гор- 
тани, а активность РНК-азы — ниже. Введение РНК-азы в опу- 
холевую ткань вызывает деполимеризацию РНК, причем на- 
ибольшая эффективность фермента отмечена при концентрации 
его 12,5 мг/мл (К. Н. Веремеенко и соавт., 1970). На осторож- 
ность выбора концентрации РНК-азы указывает также 
И. И. Олейник (1966). Предпосылкой этому служит следующее 
положение. При воздействии на живую клетку эндогенные ну- 
клеазы достигают своих субстратов путем проникновения через 
клеточную и ядерную мембраны. Вслед за этим могут наблю- 
даться два процесса: деполимеризация соответствующих нуклеи- 
новых кислот и стимуляция их синтеза. В зависимости от вида 
клетки, ее физиологического состояния, условий воздействия эн- 
зимов в ряде случаев может наблюдаться последовательность 
обоих указанных процессов или преобладание одного из них. 
Высокие концентрации ферментов вызывают деполимеризацию 
нуклеиновых кислот в клетке; слабые концентрации, вероятно, 
более близкие к физиологическим, могут способствовать синте- 
зу нуклеиновых кислот (Ю. А. Ровенский, 1965). В связи с этим 
проведена серия исследований по установлению концентрации 
фермента, которая бы деполимеризовала РНК опухоли, но не 
влияла на окружающие ее нормальные ткани и не способство- 
вала синтезу РНК опухоли. 

Мы (К. Н. Веремеенко и соавт., 1970) вводили РНК-азу в 
дозе 12,5 мг в 0,5 мл физиологического раствора в толщу опу- 
холи за 2 ч — 1, 3, 7 сут до операции, и количество РНК изуча- 
ли гистохимически после удаления опухоли. Через 2 ч после 
инъекции РНК-азы в опухоль содержание цитоплазматической 
и ядрышковой РНК в зоне введения фермента (рис. 9 и 10) зна- 
чительно уменьшалось, спустя 1 — 3 сут размеры зоны деполиме- 
ризации гистохимически выявляемой РНК в участках инъекции 
фермента постепенно увеличивались и достигали наибольшего 
распространения на 7-е сутки (рис. 11). 

Действие экзогенной РНК-азы на РНК опухоли послужило 
основанием к использованию ее в комплексной терапии 32 боль- 
ных раком верхних дыхательных путей (Г. А. Опанащенко и со- 
авт., 1975). По локализации опухолевого процесса они распре- 
делялись следующим образом: рак гортани — 30 больных, рак 
носа и придаточных пазух — 8, рак язычка и мягкого нёба — 4. 
Из этих больных 10 лицам вводили РНК-азу непосредственно в 
ткань опухоли в дозе 12,5 мг в 0,5 мл 0,5% раствора новокаина 
на протяжении 10 сут в сочетании с телегамматерапией. Десять 
больных получали только лучевую терапию на гамматерапев- 
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Рис. 9. Плоскоклеточный неороговевающий рак гортани. Опухоль, не 
подвергавшаяся консервативному лечению. Высокое содержание РНК 
в клетках плазмоцитарного ряда стромы, в цитоплазме и ядрышках 
опухолевой паренхимы. Ок. 10, об. 9. 


Рис. 10. Шиповидноклеточный неороговевающий рак гортани. Два ча- 
са после введения раствора кристаллической РНК-азы в дозе 12,5 мг 
в толщу опухоли. Исчезновение цитоплазматической и ядрышковой 
РНК из паренхимы и стромы опухолевой ткани в зоне инъекции фер- 
мента. Ок. 10, об. 9. 



Рис. 11. Шиповидноклеточный ороговевающий рак гортани. 7-е сутки после 
введения раствора кристаллической РНК-азы в дозе 12,5 мг в толщу опухо- 
ли. Деполимеризация цитоплазматической и ядрышковой РНК в клетках па- 
ренхимы и стромы на протяжении всего препарата. Ок. 10, об. 9. 

тической установке ГУТ-Со-400 в суммарной дозе 6000 — 11 000 
рад. Значительное уменьшение или исчезновение опухоли и улуч- 
шение общего состояния организма было более выражено у тех 
лиц, которым РНК-азу вводили непосредственно в опухолевую 
ткань в сочетании с телегамматерапией. 

Действие энзимов непосредственно на опухолевую ткань ис- 
следовали у 22 больных, которым в период подготовки к опера- 
тивному вмешательству проводилась ферментотерапия. Если 
опухоль была ограниченной, вводили только РНК-азу непосред- 
ственно в очаг в дозе 12,5 мг в 0,5 мл 0,5% раствора новокаина 
на протяжении 10 дней (первая группа из 11 больных). При бо- 
лее распространенном опухолевом процессе введение РНК-азы 
в очаг сочеталось с внутримышечными инъекциями трипсина или 
химотрипсина в дозе 10 мг в сутки на протяжении 10 дней (вто- 
рая группа из 11 больных). Предварительное введение РНК- 
азы в опухолевую ткань перед операцией не только улучшало 
общее состояние больных (снятие болевых ощущений, улучше- 
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Рис. 12. Плоскоклеточный неороговевающий рак гортани. Введение РНК-азы 
по 12,5 мг в толщу опухоли в течение 10 дней. Низкое содержание РНК в 
клетках паренхимы и стромы опухоли. Ок. 10, об. 9. 


ние дыхания при наличии его затруднения), но и оказывало 
влияние на уменьшение опухоли, которое связано, по-видимо- 
му, со снятием перифокального воспаления, возникающего в 
результате присоединения вторичной инфекции, и с регрессией 
самой опухоли. Побочных реакций при введении РНК-азы в опу- 
холевую ткань не отмечено. 

При гистохимическом исследовании РНК в первой группе 
больных в зоне введения РНК-азы отмечалось выраженное 
уменьшение содержания РНК в ядрышке и цитоплазме базаль- 
ного слоя раковых ячеек, а в цитоплазме и ядрышках шиповид- 
ных клеток ее содержание было очень низким, что свидетельст- 
вовало о деполимеризации последней. В соединительнотканной 
строме опухоли обнаруживались в умеренном количество клет- 
ки гистиоплазмоцитарного ряда с очень низким содержанием 
РНК (рис. 12). 

При постановке реакции Фельгена на ДНК в раковых опу- 
холях больных первой группы обнаруживалось низкое содержа- 
ние фельгенположительного вещества в ядрах клеток паренхи- 
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мы опухоли, в ядрах фибробластов и клеток плазмоцитарного 
ряда. Кроме того, в зоне введения РНК-азы обнаруживалось 
большое количество клеток с признаками вакуолизации ядер, 
перинуклеарным расположением хроматина. Нередко выявлял- 
ся ядерный детрит. У больных второй группы содержание РНК 
в ядрышках и цитоплазме клеток паренхимы и стромы опухоли 
в зоне введения РНК-азы было снижено в большей степени. 
Гистохимическая характеристика ДНК не отличалась от тако- 
вой у больных первой группы. 

Небольшое количество наблюдений не позволяет еще сде- 
лать вывод об эффективности местного применения РНК-азы 
при злокачественных новообразованиях ЛОРорганов. Для этого 
необходимо дальнейшее накопление фактического материала и 
главным образом оценка отдаленных результатов энзимотера- 
пии. Разработка методов сочетанного применения нуклеаз с 
лучевой терапией также заслуживает внимания и требует даль- 
нейшего изучения. 

ИНГИБИТОРЫ ФЕРМЕНТОВ В ТЕРАПИИ ЛОРЗАБОЛЕВАНИИ 

В ЛОРклинике с лечебной целью начали применять не только 
ферменты, но и вещества, вызывающие торможение их актив- 
ности, — ингибиторы. Среди них наибольший интерес представ- 
ляют ингибиторы протеиназ, которые участвуют в регуляции 
активности протеолитических систем в организме. В усло- 
виях нормы в тканях и крови большая часть протеиназ находит- 
ся в виде неактивных предшественников или в комплексе с инги- 
биторами. При патологии в результате нарушения целостности 
клеточных мембран может происходить активация профермен- 
тов или освобождение ферментов из связанного состояния, при 
этом система естественных ингибиторов не может обеспечить 
адекватный контроль активных форм протеиназ. Такая избы- 
точная активация протеолиза наблюдается при ряде патологи- 
ческих процессов в особенности в органах и тканях, содержащих 
большие количества потенциально активных зимогенов или ак- 
тиваторов (поджелудочная железа, кровь, легкие, матка, пред- 
стательная железа). Для нейтрализации повышенной энзима- 
тической активности целесообразно вводить в организм ингиби- 
торы протеолитических ферментов. 

В настоящее время наметились две основные области 
применения ингибиторов протеолиза в отоларингологии: 1) при 
нарушении гемостаза и 2) при аллергических заболеваниях 
верхних дыхательных путей. 
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Применение ингибиторов протеолиза 

при нарушении процессов гемостаза 

Проблема предупреждения и терапии нарушений процессов 
гемостаза при ЛОРзаболеваниях до настоящего времени оста- 
ется актуальной. В генезе нарушений процессов гемостаза важ- 
ную роль играет противосвертывающая система крови, в част- 
ности фибринолиз (Г. А. Андреенко, 1967; А. И. Грицюк, 1968). 
Процесс фибринолиза активируется при ряде физиологических 
и патологических состояний, что сопровождается кровотече- 
ниями, нередко представляющими опасность для жизни боль- 
ного. 

Механизмы развития фибринолитических кровотечений мо- 
гут быть различными. В одних случаях активация фибриноли- 
за происходит в результате попадания в кровь его активаторов 
(первичный фибринолиз), в других — является защитной реак- 
цией организма на поступление в кровь тромбопластических ве- 
ществ, катализирующих образование тромбина (вторичный 
фибринолиз). Часто одновременно активируется фибринолити- 
ческая и свертывающая системы крови вследствие поступления 
в кровь активаторов фибринолиза и тромбопластина. Для диф- 
ференциации этих кровотечений важным подспорьем служит 
исследование коагулограммы крови (М. С. Мачабели, 1967). 

В результате активации основного фермента фибринолиза — 
плазмина белки крови — фибриноген, фактор V и другие компо- 
ненты, участвующие в образовании тромбопластина, подверга- 
ются расщеплению. При гидролизе фибриногена образуются 
продукты его распада, которые тормозят адгезивность и агрега- 
цию тромбоцитов и блокируют превращение фибрин-мономера 
в фибрин-полимер (К. Н. Веремеенко, 1971). 

Для нормализации нарушенных звеньев гуморального гемо- 
стаза наряду с препаратами крови (фибриногеном, антигемо- 
фильной и викасольной плазмой и др.) успешно используются 
новые специфические средства — ингибиторы фибринолиза — 
природные и синтетические (А. Г. Караванов, М. А. Уманский, 
1969). Механизм лечебного действия синтетических и природ- 
ных ингибиторов фибринолиза различен. Первые тормозят пре- 
вращение плазминогена в плазмин, вторые — инактивируют 
непосредственно плазмин, тормозят активацию плазминогена, а 
в высоких дозах обладают антикоагулянтной активностью, обус- 
ловленной угнетением начальных фаз образования тромбоплас- 
тина. 

В ЛОРклиниках при ряде заболеваний отмечают нарушения 
гемостаза и, в особенности, фибринолиза. К их числу относятся 
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фибринолитические кровотечения, возникающие после тонзилл- 
эктомии и других операций на ЛОРорганах (юношеские фиб- 
ромы носоглотки, опухоли придаточных пазух носа и др.). По 
данным Б. С. Преображенского (1970), кровотечения после тон- 
зиллэктомии встречаются у 10 — 12% больных. Вегдопі и Оііа- 
ѵіапі (1965) наблюдали 12 больных с профузными послеопера- 
ционными кровотечениями из раны как непосредственно после 
тонзиллэктомии, так и на 7 — 8-й день после операции. До опе- 
рации во всех случаях показатели коагулограммы были в пре- 
делах нормы. У 6 больных из 12 непосредственно после опера- 
ции (12 — 24 ч) резко повышалась фибринолитическая актив- 
ность крови, что, вероятно, связано с образованием плазмина 
под действием тканевых активаторов, поступающих в кровь из 
поврежденных миндалин. Механизм активации фибринолиза 
может быть и иным: во время травмы миндалин из определен- 
ных штаммов р-гемолитического стрептококка освобождается 
стрептокиназа, которая через систему проактиватор — активатор 
превращает плазминоген в плазмин. В этом случае активатор 
попадает в кровоток, и процесс приобретает генерализованный 
характер: активация фибринолиза происходит в общем сосудис- , 
том русле. 

Для торможения фибринолиза и предупреждения связанных 
с ним кровотечений отоларингологи начали использовать анти- 
фибринолитические препараты, в основном синтетического про- 
исхождения. В ряде работ отмечена целесообразность примене- 
ния р.-АКК при тонзиллэктомиях (В. И. Тимошенский, В. X. Гер- 
бер, 1967; Е. В. Элиас, 1968; В. А. Елхов, 1971; О’ВегЬозсЬ, Нагі, 
1970, и др.) . 

Эшпау и Оапсе (1964) показали эффективность внутривен- 
ного введения е-АКК (6 — 8 г за 20 мин до операции): при этом 
уменьшались операционные кровотечения и боли, ускорялось 
заживание ран. Для предупреждения кровотечений при тонзилл- 
эктомии Л. Н. Халфен (1967) за час до операции вводил боль- 
ным е-АКК внутривенно в течение 6 — -10 мин в дозе 1,5 — 3 мл 
6% раствора препарата вместе с 20 мл 40% раствора глюкозы. 
Наблюдалась нормализация показателей коагулограммы: сни- 
жалась фибринолитическая активность и повышалась толерант- 
ность плазмы к гепарину. Для профилактики кровотечений 
Е. В. Элиас (1969) с успехом применил 53 больным хроничес- 
ким тонзиллитом е-АКК перорально в дозе 2,5 — 5,0 г за 1,5 ч 
до операции. В послеоперационном периоде отек ткани в ложе 
миндалин уменьшался. Этот автор советует также для останов- 
ки кровотечений из носа и миндалин вводить тампоны, пропи- 
танные 5% раствором е-АКК- 
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С целью предотвращения послеоперационных кровотечений 
при тонзиллэктомиях С. П. Грома (1969) предложил вводить 
больным с повышенной антикоагулянтной и фибринолитической 
активностью крови е-АКК перорально в дозе 0,07 г/кг массы 
тела за 2 часа до операции. Введение 0,04 г/кг е-АКК за 1,5 — 
2 ч до операции и послеоперационная инсуфляция гемостатичес- 
кой губки в миндаликовые ниши оказались эффективными для 
профилактики кровотечений у больных без признаков наруше- 
ния показателей свертывающей системы крови и фибринолиза. 
При количестве тромбоцитов меньше 220 000 в 1 мм 3 , удлинении 
времени свертывания, наличии в анамнезе указаний на склон- 
ность к геморрагиям для профилактики кровотечений из ниш 
миндалин в раннем послеоперационном периоде С. П. Грома 
(1969) предлагает вводить перед операцией в околоминдалико- 
вые пространства ингибитор протеиназ трасилол совместно с 
анестетиком (2,5 мл — 2 500 КИЕ трасилола в 15 — 20 мл 0,5% 
раствора новокаина). По мнению автора, при таком способе 
введения угнетается как плазмин, так и активация плазминоге- 
на тканевыми и бактериальными лизокиназами, освобождающи- 
мися при нарушении целостности ткани миндалин. 

По данным М. К- Гаджиева (1976), местное введение е-АКК 
в толщу миндалин в сочетании с новокаином при анестезии улуч- 
шает течение послеоперационного периода, ускоряет эпителиза- 
цию ниш и заживление послеоперационных ран. В. М. Шевцов и 
В. А. Елхов (1976) установили, что локальное или внутривен- 
ное введение е-АКК до тонзиллэктомии снижает операционную 
кровопотерю, способствует образованию фибринозного налета, 
уменьшает отек сосудистых стенок, что было подтверждено ги- 
стологически. Магаигіс и соавторы (1972) показали антигемор- 
рагическое и противоотечное действие растворов е-АКК при 
тонзиллэктомиях. При носовых кровотечениях подслизистое 
впрыскивание е-АКК создает условия для склерозирования и 
облитерации сосудов кровоточащего участка носовой перегород- 
ки (М. К. Гаджиев, 1975). Пероральное применение е-АКК 
уменьшает степень кровотечений при проведении слухоулучша- 
ющих операций у больных отосклерозом (Н. Г. Герасименко, 
В. В. Щуровский, 1976). 

Нами (К. Н. Веремеенко и соавт., 1972) обосновано приме- 
нение трасилола и его аналогов раздельно и в сочетании с син- 
тетическими антифибринолитиками (е-АКК и ее производные) 
и гемостатическими препаратами (фибриноген, желатиноль) при 
проведении операций на ЛОРорганах. Об эффективности лече- 
ния судили на основании клинических данных и результатов ис- 
следования коагулограммы крови. 
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Под наблюдением находилось 27 больных, они были разде- 
лены на три группы. В первую группу вошли больные, которым 
ингибиторы фибринолиза вводили с профилактической целью. 
Вторую группу составили больные с обильными носовыми кро- 
вотечениями, получавшие трасилол и е-АКК, а также плазмо- 
заменитель — желатиноль. В третьей группе были больные, у 
которых наблюдалось кровотечение в различные сроки после 
тонзиллэктомии. 

Для профилактики фибринолитических кровотечений у боль- 
ных (юношеские фибромы носоглотки, опухоли придаточных 
пазух носа и др.), наряду с общепринятой предоперационной 
подготовкой (анальгетики, холинолитики, антигистаминные пре- 
параты), накануне операции назначили внутрь е-АКК в дозе 
0,07 г/кг массы тела больного. В день операции внутривенно 
капельно вводили 25 000 — 50 000 ЕД трасилола и 100 мл 5% 
раствора е-АКК. Первые 2 дня после операции больной полу- 
чал по 0,04 г/кг массы е-АКК через каждые 6 ч. Для лечения 
фибринолитических кровотечений внутривенно капельно вводили 
желатиноль в дозе 500 — 1000 мл в сочетании с трасилолом 
(50 000 — 100 000 ЕД). Как показали биохимические исследова- 
ния, такая комбинация возможна: в присутствии желатиноля 
биологическая активность трасилола полностью сохраняется. 
После остановки кровотечения назначали е-АКК по 0,04 г/кг 
массы через каждые 4 ч в течение 3 дней. Двум больным вмес- 
то трасилола капельно вводили контрикал в дозе 100000 — 
200 000 ЕД. При повышении фибринолитической активности 
крови и снижении уровня фибриногена рекомендуется вводить 
его (2 — 4 г) в комплексе с трасилолом (50 000 — 100 000 ЕД). 
Последний предохраняет вводимый фибриноген от расщепле- 
ния плазмином. Он также тормозит активацию плазминогена, 
который обычно содержится в виде примесей в выпускаемых пре- 
паратах фибриногена, прочно с ним связан и может служить 
субстратом для активаторов фибринолиза, циркулирующих в 
сосудистом русле. Всем больным вводили ингибиторы фибри- 
нолиза, корректировали кислотно-щелочное равновесие и вод- 
но-солевой баланс. 

Эффективность терапии ингибиторами фибринолиза оценива- 
ли по показателям свертывающей и фибринолитической систем 
крови. Кроме того, у ряда больных изучалось содержание про- 
дуктов распада фибриногена, которое позволяет судить об акти- 
вации фибринолиза. Исследование коагулограммы проводили 
до и после терапии ингибиторами фибринолиза (обычно на 2 — 
3-й день). Контрольную группу составляли 11 доноров. 
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В дооперационном периоде у больных выявлено достоверное 
снижение активности фибринстабилизирующего фактора, кон- 
центрации а 2 -МГ и повышение уровня фибриногена, который со- 
ставлял в среднем 304 мг% (в норме 227 мг%), а у 5 из 9 боль- 
ных — от 335 до 585 мг% (табл. 32). Наряду с нарастанием 
концентрации фибриногена у этих лиц снижалась фибриноли- 
тическая активность крови: время лизиса эуглобулинового осадка 
варьировало от 660 до 385 мин (в норме эта величина равна 
346 мин). У 6 человек отмечено также снижение толерантности 
плазмы к гепарину, что позволяет говорить о более медленной 
свертываемости крови. 

После терапии ингибиторами некоторые показатели коагуло- 
граммы постепенно нормализовались. Из 6 обследованных боль- 
ных после лечения у 5 время свертывания значительно укороти- 
лось (у 2 почти в 2 раза) и время рекальцификации плазмы пол- 
ностью нормализовалось. Введение ингибиторов фибринолиза 
замедлило скорость фибринолитических процессов (время ли- 
зиса эуглобулинового осадка удлинилось с 421 до 451 мин) и 
повысило толерантность плазмы к гепарину. 

У больных с носовыми кровотечениями достоверно снизились 
активность фибринстабилизирующего фактора, участвующего в 
формировании полноценного сгустка, уровень ингибитора плаз- 
мина аг-МГ и фибриногена. Можно отметить также некоторое 
уменьшение общей коагуляционной активности крови (см. 
табл. 32). 

Применение природных и синтетических ингибиторов фибри- 
нолиза способствовало повышению коагуляционных свойств 
крови, толерантности плазмы к гепарину и увеличению активнос- 
ти фибринстабилизирующего фактора. Установлены достоверные 
различия в этих показателях до и после терапии ингибиторами. 
Время рекальцификации плазмы также уменьшалось, что сви- 
детельствовало о повышении свертывающего потенциала крови. 

При изучении коагулограммы крови у больных третьей груп- 
пы (см. табл. 32) выявлены достоверные изменения времени 
рекальцификации и толерантности плазмы к гепарину в сторону 
гипокоагуляции; отмечено также снижение активности фибрин- 
стабилизирующего фактора, что свидетельствует о нарушении 
образования полноценного сгустка фибрина. Содержание про- 
дуктов расщепления фибриногена в плазме крови больных уве- 
личивалось, на что указывало удлинение времени образования 
сгустка фибрина. В результате применения ингибиторов фибри- 
нолиза общая коагуляционная активность крови, определяемая 
по времени рекальцификации плазмы, а также толерантность 
плазмы к гепарину повышалась. Обнаружена тенденция к нор- 
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Норма 1 410 ± 1 1 I 78±5 I 101 ±1,5 I 227±9 I 346 і 13,5 I 236±2,6 I 213± 18,6 I 286 і-8 

Примечание. Р — достоверность различия между группой больных до лечения и контролем, Р| — до- 
стоверность различия между группой больных до и после лечения. 


мализации фибринолиза: нарастала концентрация фибриногена 
и снижалась фибринолитическая активность. 

Следовательно, использование ингибиторов протеолиза и 
фибринолиза является патогенетически обоснованным в терапии 
фибринолитических кровотечений, наблюдаемых в ЛОРкли- 
нике. 

Ингибиторы протеолитических ферментов 

при аллергических заболеваниях 

Другой областью лечебного применения ингибиторов проте- 
олиза являются аллергические заболевания верхних дыхатель- 
ных путей. Как уже указывалось, при биохимической стадии 
аллергической реакции в результате повреждающего действия 
на клетки комплекса антиген — антитело освобождаются проте- 
олитические ферменты, которые участвуют в образовании меди- 
аторов воспалительных реакций. Протеолитические ферменты 
гидролизуют белки крови, при этом образуются вазоактивные 
кинины (брадикинин, каллидин). При развитии аллергии за- 
медленного типа лейкоциты распадаются и освобождаются внут- 
риклеточные протеиназы (катепсины), катализирующие образо- 
вание лейкокининов. Кроме того, комплекс антиген — антитело 
посредством ферментных систем, в том числе и протеолитичес- 
ких, вызывает дегрануляцию тучных клеток и освобождение 
биогенных аминов — гистамина, серотонина. Указанные медиа- 
торы вызывают гиперемию, резкий отек слизистой оболочки, 
гиперсекрецию ее желез и обильное пропитывание тканей транс- 
судатом. Для подавления повышенной активности указанных 
энзиматических систем и снижения образования вазоактивных 
кининов и биогенных аминов при аллергических реакциях были 
предприняты попытки использовать ингибиторы протеиназ раз- 
личного происхождения. 

В литературе имеется ряд публикаций, показавших эффек- 
тивность ингибиторов протеолиза при некоторых аллергических 
заболеваниях (А. Д. Адо, 1976; Вегоѵа и соавт., 1974, и др.). 

В настоящее время известны клинические исследования, ко- 
торые подтвердили целесообразность применения при аллерги- 
ческих заболеваниях верхних дыхательных путей синтетических 
ингибиторов фибринолиза, в частности е-АКК. В эксперименте 
установлено, что е-АКК препятствует соединению антигена с 
антителом, разрушению тучных клеток в очаге воспаления и, 
следовательно, высвобождению медиаторов аллергических ре- 
акций. В 1969 г. А. М. Рындина сообщила о хороших результа- 
тах лечения е-АКК больных аллергической формой вазомотор- 
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ного ринита. е-АКК назначали больным рег оз (5% раствор по 
1 или 2 столовые ложки каждые 4 ч на протяжении 7 — 21 дней; 
чаще всего курс лечения составлял 14 дней). Лучшие результа- 
ты были получены у больных с давностью заболевания до 1 го- 
да: они выражались в улучшении носового дыхания, прекраще- 
нии обильных выделений из носа, уменьшении объема носовых 
раковин. Из 57 больных у 50 были получены положительные 
результаты. У 27 больных из 32 рецидивов не наблюдали на про- 
тяжении 6 — 12 мес. Положительный эффект е-АКК у больных 
вазомоторным ринитом был подтвержден в исследованиях 
В. X. Гербера, В. И. Тимошенского (1974). У 80 больных перо- 
ральное введение е-АКК сочеталось с внутриносовым электро- 
форезом в течение 2 нед. Более эффективным лечение было у 
больных с длительностью заболевания не более 5 лет, при на- 
личии в секрете носа тучных клеток и повышенной фибриноли- 
тической активности крови. Выздоровление наступило у 39 боль- 
ных, у 32 отмечено улучшение, у 9 — эффекта не было. В отда- 
ленном периоде (5 мес — 2 года) из 39 больных у 10 лиц 
рецидивов не было, у 20 — рецидивы возникали, но реже и были 
менее выраженными, у 9 — рецидивы возникали как и до ле- 
чения. 

Целесообразность применения е-АКК при аллергических за- 
болеваниях верхних дыхательных путей подтверждена и други- 
ми работами (А. М. Рындина, 1975). 

Нами проведены исследования по обоснованию и изучению 
терапевтической эффективности природных ингибиторов проте- 
олиза, которые имеют ряд преимуществ перед синтетически- 
ми. Они оказывают поливалентное действие — тормозят про- 
теолитические ферменты с различной субстратной специфич- 
ностью. 

Клиническому применению ингибиторов предшествовали 
опыты по изучению влияния синтетических и природных инги- 
биторов на протеиназы общего и специфического действия, со- 
держащиеся в секрете слизистой оболочки носа, а также их со- 
вместимости с другими лекарственными средствами, дополнив- 
шими ингибиторную терапию. 

Данные табл. 33 показывают, что природные ингибиторы 
протеиназ угнетают активность протеолитических ферментов, 
присутствующих в секрете слизистой оболочки носа больных 
аллергическими ринитами, причем процент ингибирования анти- 
протеиназами усиливается с повышением их концентрации. 
е-АКК оказывает незначительное ингибирующее действие на 
ПРА секрета, ПАМБК не обладает антипротеолитической 
активностью. 
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Таблица 3 3. Влияние природных и синтетических ингибиторов на прота- 
минрасщепляющую активность слизистой оболочки носа (оставшаяся актив- 
ность в % от исходной, принятой за 100) 


Исследуемые ингибиторы 

Количест- 

Концентрации ингибиторов, ед/мл 

во случаев 

20 

100 

500 

1000 

Природные 






Трасилол 

5 

85 

75 

50 

30 

Контрикал 

5 

— 

58 

53 

37 

Синтетические 






е-АКК 

5 

— 

— 

80 

73 

ПАМБК 

5 

— 

— 

100 

100 


Так как в носовом секрете содержатся специфические проте- 
иназы, освобождающие кинины из кининогена (В. М. Лосицкая, 
Т. И. Бегунова, 1975), было изучено влияние природных анти- 
протеиназ на кининогеназную активность секрета. Опыты пока- 
зали, что она полностью инактивируется природным ингибито- 
ром протеиназ — трасилолом. Эти результаты свидетельствуют 
о необходимости использования природных ингибиторов проте- 
иназ типа трасилола с терапевтической целью. Эффективность 
применения трасилола отмечена при лечении аллергических за- 
болеваний, например хронической крапивницы (Вегоѵа и со- 
авт., 1974) . 

Принимая во внимание роль других факторов в патогенезе 
аллергического ринита, в частности изменение иммунологичес- 
кой реактивности организма, мы считали целесообразным ис- 
пользовать ингибиторы в комплексе с препаратами другой на- 
правленности действия, а именно с лизоцимом как фактором 
неспецифического иммунитета. Включение лизоцима в состав 
лекарственной смеси было обусловлено также тем, что содержа- 
ние его значительно снижается в тканях и биологических жидкос- 
тях при аллергических заболеваниях (Т. В. Голосова и соавт., 
1968; Ко\ѵа1-Оіегс2ак и др., 1970). 

В специальных опытах было установлено, что ингибитор 
протеиназ — трасилол не оказывал угнетающего действия на 
активность лизоцима, а последний не влиял на активность тра- 
силола. Эти данные указали на возможность совместного ис- 
пользования ингибиторов протеиназ и лизоцима с лечебной 
целью. 

Для более длительного воздействия предложенной лекарст- 
венной смеси на слизистую оболочку мы вводили ее больным не 
в водном растворе, а в виде мази. В состав мази, приготовлен- 
ной на оливковом масле (10 мл), входило 25 000 ЕД трасилола 
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(или 10 000 ЕД контрикала) и 50 мг лизоцима. В качестве 
эмульгатора использован органический кремнезем метилаэро- 
сил (400 мг). Эта порция мази выдавалась больному для 
лечения (в сезон заболевания больной получал до 3 — 4 пор- 
ций). 

Под нашим наблюдением было 35 больных поллинозом в 
период ярко выраженных симптомов заболевания. В основном 
это были больные, ранее безуспешно лечившиеся различными 
методами специфической и неспецифической гипосенсибилиза- 
ции. Диагноз ставился на основании характерной клинической 
картины, сезонности заболевания, ежегодной повторяемости 
обострения в течение времени года, совпадающего с периодом 
цветения определенных растений, положительных кожных и 
провокационных проб с пыльцевыми аллергенами, а также на- 
личия у большинства больных генетической предрасположен- 
ности к аллергическим болезням. 

Мазь применена нами у 20 больных с различной давностью 
заболевания (от 3 до 20 лет), с аллергическим процессом, кли- 
нически протекающим в основном по типу рино-конъюнктиваль- 
ного синдрома (К. Н. Веремеенко, 1978). 

Методика применения мази проста. Больному в носовые хо- 
ды водили на 10 мин марлевую турунду, обильно пропитан- 
ную мазью. После удаления турунды больной должен как 
можно дольше удержать мазь в носовых ходах, периодически 
делая нюхательные движения с целью распространения мази а 
недоступные для смазывания места слизистой оболочки полости 
носа. Дома больной смазывал слизистую оболочку носа 3 — 4 
раза в день. При значительном затруднении носового дыхания,, 
а тем более при полном его отсутствии из-за отека слизистой 
оболочки, больной перед введением мази для лучшего ее про- 
никновения в глубже лежащие отделы закапывал в нос сосу- 
досуживающие средства (раствор эфедрина, галазолина, наф- 
тизина). 

Положительный эффект от применения мази, содержащей 
ингибитор и лизоцим, отметили 17 человек, у 3 улучшения не 
наступило. Эти трое больных относятся к числу тех, для лечения 
которых мазь содержала меньшую концентрацию ингибитора 
(5000 ЕД контрикала в той же порции). Облегчение состояния 
наступает в дни приема лекарственной смеси и длится от 3 ДО’ 
6 ч после смазывания, т. е. мазь пациенты должны применять в 
течение всего сезона заболевания. 

Положительный эффект выражается в исчезновении в носу 
зуда, пароксизмов чихания, уменьшении количества выделений 
и чувства заложенности носа (последние — в меньшей степени). 
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Как правило, вместе со стиханием признаков аллергического 
ринита угасают и явления конъюнктивита без применения до- 
полнительных лекарственных препаратов. 

Учитывая положительный эффект применения ингибиторов 
протеиназ в виде мази, мы провели клиническую проверку ле- 
чебного действия контрикала (или трасилола) в составе лечеб- 
ной смеси, вводимой ингаляционным способом. Метод введения 
лекарственных средств путем ингаляций аэрозолем рационален 
еще и тем, что благодаря большой всасывающей способности 
слизистой оболочки дыхательных путей с его помощью можно 
добиться и общего эффекта. 

В физиотерапевтический кабинет для лечения ингаляциями 
направлялись в основном больные, у которых заболевание про- 
текало по типу рино-бронхиального синдрома (15 человек). Ин- 
гибитор протеиназ (трасилол или контрикал) вводили в составе 
обычно используемой в терапии поллинозов лечебной смеси, со- 
стоящей из суспензии гидрокортизона и раствора димедрола. 
Примененное нами сочетание компонентов воздействует на раз- 
личные звенья патогенетического механизма аллергической 
реакции. В связи с этим раздельное применение этих ингредиен- 
тов мы не сочли целесообразным. Ингаляции проводились че- 
рез нос при обычном режиме дыхания ежедневно или через 
день. Размер аэрозольных частиц не превышал 10 мк. На про- 
тяжении 15-минутной процедуры больной вдыхал около 0,5 мл 
2,5% суспензии гидрокортизона, 0,5 мл 0,5% раствора димедро- 
ла и 1,0 мл (2500 ЕД) контрикала. 

Количество процедур определялось клиническими показа- 
ниями: при стихании явлений ринорреи, улучшении носового ды- 
хания, исчезновении приступов чихания и кашля ингаляции от- 
менялись. У большинства больных положительный эффект (по 
субъективным данным) отмечался непосредственно во время 
ингаляции — улучшалось носовое дыхание, уменьшалась ринор- 
рея. Стойкость улучшения варьировала от 2 — 4 до 1 — 2 сут. При 
пятидневной рабочей неделе ухудшение наступало на 2-е сутки 
перерыва в приеме ингаляций. Больные, у которых были брон- 
хиальные симптомы, отмечали уменьшение кашля, интенсивнос- 
ти и частоты приступов экспираторной одышки. 

Ингибиторы протеиназ в сочетании с лизоцимом оказались 
также эффективными при лечении больных хроническим инфек- 
ционно-аллергическим ринитом в период обострения. Предло- 
женную смесь вводили в нос в виде турундочек, пропитанных 
мазью, 3 — 4 раза в день, а также путем ингаляций аэрозолями. 
Наряду с клиническим эффектом отмечали также повышение 
активности лизоцима в носовом секрете. Лекарственная смесь 


146 


не вызывает побочных реакций и может быть рекомендована 
для лечения поллинозов и хронических аллергических ринитов 
в период обострения. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФЕРМЕНТОВ 

И ИХ ИНГИБИТОРОВ 

Все излагаемые методы разработаны или апробированы в ла- 
боратории биохимии Киевского научно-исследовательского ин- 
ститута отоларингологии. Предложенный комплекс методов мо- 
жет быть использован в клинико-диагностических и научных 
лабораториях для целей диагностики, прогноза и характеристи- 
ки эффективности лечения ЛОР- и других заболеваний. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ И ИХ ИНГИБИТОРОВ 

В ПЛАЗМЕ (СЫВОРОТКЕ) И ФОРМЕННЫХ ЭЛЕМЕНТАХ КРОВИ 

Определение протеолитической активности плазмы, 

( сыворотки ) крови по гидролизу протаминсульфата 

Плазма (сыворотка) крови содержит ферменты протеолиза 
с трипсиноподобной активностью, основными представителями 
которых являются плазмин (КФ 3.4.21.7), калликреин (КФ 
3.4.21.8), тромбин (КФ 3.4. 21.5). Белковые субстраты, приме- 
няемые для определения активности препаратов протеолитичес- 
ких ферментов, не расщепляются протеиназами плазмы (сыво- 
ротки). Исключение составляет протаминсульфат, который гид- 
ролизуется протеолитическими ферментами плазмы (сыворотки) 
крови. 

В основу разработанного нами метода положено определение 
аргинина, отщепившегося от протаминсульфата под действием 
протеиназ плазмы: 

Реактивы: 

1. Плазма крови. Кровь берут из локтевой вены сухим шпри- 
цем натощак в пробирку, содержащую 1 объем антикоагулян- 
та (3,8% раствора лимоннокислого натрия) на 9 объемов крови. 
Плазму отделяют центрифугированием крови при 3000 об/мин 
в течение 15 мин. Гемолизированную и липоидную плазму ис- 
пользовать нельзя. 

2. 3,8% раствор лимоннокислого Ыа. 

3. Мединаловый буфер 0,05 М, рН 7,6. 10,3 г мединала раст- 
воряют в 500 мл дистиллированной воды, 61,5 мл этого раствора 
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смешивают с 38,5 мл 0,1 н НС1 и добавляют дистиллированную 
воду до 200 мл. 

4. 1% раствор протаминсульфата. Пригодны препараты суб- 
страта с минимальным количеством аргининсодержащих пепти- 
дов. Для определения возможности использования препаратов 
протаминсульфата ставят пробу на наличие в них пептидов, 
растворимых в трихлоруксусной кислоте (ТХУ) и дающих цвет- 
ную реакцию Сакагуши. С этой целью к 0,2 мл 1% раствора 
протаминсульфата прибавляют 0,6 мл мединалового буфера, 
0,05 М, рН 7,6, и 0,8 мл 20% раствора ТХУ. Пробы центрифу- 
гируют при 5000 об/мин в течение 40 мин и в 1 мл ТХУ цент- 
рифугата определяют содержание аргинина по цветной реакции 
Сакагуши спектрофотометрически при 508 нм в кюветах толщи- 
ной слоя 10 мм против контроля на реактивы (0,5 мл мединало- 
вого буфета +0,5 мл 20% ТХУ + реактивы для реакции Сака- 
гуши). Оптическая плотность пробы, характеризующая коли- 
чество аргининсодержащих пептидов применяемого препарата 
протаминсульфата, не должна превышать 0,25. Если она выше 
указанного показателя, то такие препараты субстрата не при- 
годны. Для приготовления 1% раствора протаминсульфата не- 
посредственно перед опытом навеску препарата тщательно рас- 
тирают в 0,05 М мединаловом буфере, рН 7,6 в течение 15 мин. 

5. 20% раствор ТХУ. 

6. 0,02% раствор оксихинолина. 20 мг перекристаллизован- 
ного оксихинолина растворяют в 10 мл этилового спирта (96°) 
и хранят при температуре +4° С, перед опытом его разбавляют 
в 10 раз дистиллированной водой. 

7. 10% раствор ЫаОН. 

8. 1% раствор ЫаВгО 1 г (0,32 мл) брома растворяют в 
100 мл 5% раствора N8014. 

9. 40% раствор мочевины. 

10. Аргинин солянокислый. Используют для построения ка- 
либровочной кривой. 

Ход определения. В 2 пробирки — опытную и контроль- 
ную — отмеривают по 0,1 мл плазмы (сыворотки) крови и 0,5 мл 
0,05 М мединалового буфера, рН 7,6. В опытную пробу вносят 
0,2 мл 1% раствора протаминсульфата. Обе пробы инкубиру- 
ют 15 мин при температуре 35° С, после чего реакцию останав- 
ливают добавлением 0,8 мл 20% раствора ТХУ. К контроль- 
ной пробе затем прибавляют 0,2 мл протаминсульфата, 
предварительно выдержанного 15 мин при 35° С. После 
перемешивания пробы центрифугируют 45 мин при 5000 об/мин. 
В цельном прозрачном центрифугате определяют содержание 
аргинина по реакции Сакагуши следующим образом. В кони- 
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ческие колбы (емкостью 
25 — 50 мл) вносят 1 мл ди- 
стиллированной воды, 1 мл 
центрнфугата, 1 мл 0,02% 
раствора оксихинолина и 
1 мл 10% раствора N801-1. 

Через 2 мин добавляют 0,2 
мл 1% раствора ЫаВгО, 
спустя 15 с 1 мл 40% раст- 
вора мочевины и по истече- 
нии 45 с 1 мл дистиллирован- 
ной воды. После добавления 
каждого реактива пробы 
тщательно перемешивают. 

Через 10 мин определяют 
оптическую плотность раст- 
воров при 508 нм на спект- 
рофотометре или нефеломет- 
ре ФЭКМ-56М-УН2 (кювета с толщиной слоя 10 мм), сравнивая 
опытную пробу с контрольной. Мерой активности фермента 
служит количество аргинина в пробе. Его рассчитывают по 
калибровочной кривой, которую строят следующим образом. 
60,5 мг аргинина растворяют в 50 мл дистиллированной воды. 
Исходный раствор содержит 1000 мкг аргинина в 1 мл. Рабочий 
раствор готовят путем разбавления исходного раствора до кон- 
центрации 50 мкг/мл. Калибровочная кривая строится в преде- 
лах от 5 до 40 мкг аргинина (0,1 — 0,8 мл) в пробе. На оси 
абсцисс откладывают количество аргинина (мкг), на оси орди- 
нат — показатели оптической плотности при 508 нм (рис. 13). 
ПРА плазмы крови выражают в мкмоль аргинина, отщеплен- 
ного от протаминсульфата 100 мл плазмы за 1 мин. 

Пример расчета. Например, оптическая плотность центрифу- 
гата равна 0,12, по калибровочной кривой это соответствует 
5 мкг аргинина. Общий объем пробы — 1,6 мл, время инкуба- 
ции плазмы с протаминсульфатом — 15 мин, на определение 
взято 0,1 мл плазмы, молекулярная масса аргинина — 174,2. 
Следовательно, ПРА данного образца плазмы равна: 

5 • 1 6 • 100 

ПРА = — — рг — І 742 - = 3.1 мкмоль аргинина /(мин • 100 мл плазмы). 

В плазме крови здоровых людей ПРА в среднем составляет 
4,2 мкмоль аргинина (колебания 2,5 — 6,5 мкмоль). 



Количество аргинина , миг 

Рис. 13. Калибровочная кривая 
для определения аргинина. 
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Определение фибринолитической активности 

плазмы крови 

Плазма крови человека в норме обладает незначительной 
фибринолитической активностью, так как большая часть плаз- 
мина находится в виде неактивного предшественника — плазми- 
ногена. Последний под влиянием тканевых и бактериальных 
активаторов превращается в активный фермент — плазмин. 
Кроме того, плазминоген активируется при обработке плазмы 
чужеродными частицами — каолином, целитом и др. (Одзіоп 
и др., 1969). Этот контактный механизм образования плазмина 
осуществляется путем предварительной активации ФХ, который 
непосредственно или через активацию проактиваторов катали- 
зирует превращение плазминогена в плазмин. 

Для определения образовавшегося плазмина в условиях кон- 
тактной активации плазмы (К- Н. Веремеенко и соавторы, 1978) 
был разработан метод его определения с помощью субстрата 
протаминсульфата. Наряду с этим описан метод измерения ак- 
тивности плазмина по гидролизу фибрина с использованием эк- 
зогенного фибриногена. 

В основу двух методов положена способность плазминогена 
разбавленной плазмы в кислой среде активироваться каолином. 
Активированный фермент (плазмин) определяется во фракции 
эуглобулинов плазмы по лизису сгустков фибрина и расщепле- 
нию протаминсульфата. 


Определение фибринолитической активности 

по лизису фибриновых сгустков 

В основу метода положена способность плазмина, образую- 
щегося при обработке плазмы каолином, расщеплять фибрин. 

Реактивы: 

1. 0,4% раствор бычьего фибриногена. 

2. 1 % раствор каолина. 

3. 0,01 М ацетатный буфер, рН 4,8. 

4. 0,5% раствор тромбина (Каунасский фармзавод). 

5. Плазма крови. Взятие крови проводили в полиэтиленовые 
пробирки, содержащие 1 объем 1,34% раствора щавелевокис- 
лого натрия в расчете на 9 объемов крови. Плазму отделяли 
путем центрифугирования крови при 3000 об/мин в течение 
10 мин. 

6. Эуглобулиновый осадок. Его получают из плазмы крови 
следующим образом. В полиэтиленовые пробирки, содержащие 
0,5 мл плазмы, прибавляют 9,25 мл ацетатного буфера, 0,01 М, 
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рН 4,8, и сразу же вносят 0,25 мл 1% суспензии каолина. Акти- 
вацию плазмы каолином проводят 45 мин при 37° С, периоди- 
чески перемешивая пробы деревянной палочкой. Затем их цент- 
рифугируют 5 мин при 3000 об/мин. Центрифугат тщательно 
сливают, пробирку осушивают фильтровальной бумагой, а полу- 
ченный эуглобулиновый осадок суспендируют в 0,5 мл 0,05 М 
мединалового буфера, рН 7,6. Активность образовавшегося 
плазмина определяют в суспензии эуглобулинов по скорости гид- 
ролиза фибрина. 

Ход определения. В прозрачные полиэтиленовые пробирки 
вносят 0,2 мл суспензии эуглобулинов, 0,3 мл 0,05 М мединало- 
вого буфера, рН 7,6, затем добавляют 0,1 мл 0,4% раствора 
бычьего фибриногена и сразу же 0,1 мл 0,5% раствора тромби- 
на помещают на водяную баню при 37°С. С момента добавле- 
ния тромбина отмечают время лизиса фибриновых сгустков, 
которое и служит мерой фибринолитической активности плаз- 
мина. В норме оно составляет в среднем 16 мин (колебания 
10 — 30 мин). 

Определение активности плазмина 

по расщеплению протаминсульфата 

Метод основан на способности плазмина, образующегося при 
обработке плазмы каолином в кислой среде, отщеплять от про- 
таминсульфата аргинин, количество которого служит мерой ак- 
тивности фермента. 

Реактивы: 

1. 1,34% раствор щавелевокислого Ыа. 

2. 0,01 М ацетатный буфер, рН 4,8. 

3. 1 % раствор белой глины — каолина. 

4. 1% раствор протаминсульфата. Его приготовление см. на 
с. 148, 

5. 0,05 М мединаловый буфер, рН 7,6. 

6. 20% раствор ТХУ. 

7. 0,02% раствор оксихинолина. 

8. 10% раствор N8014. 

9. 1% раствор ЫаВгО. 

10. 40% раствор мочевины. 

11. Аргинин солянокислый для построения калибровочной 
кривой. 

12. Плазма крови. 

13. Эуглобулиновый осадок; его получение см. на с. 150. 

Ход определения. В опытные пробирки вносят 0,1 мл суспен- 
зии эуглобулинового осадка и 0,5 мл 0,05 М, рН 7,6 мединалового 
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буфера, затем прибавляют 0,2 мл 1 % раствора протаминсуль- 
фата и инкубируют при температуре 37° С в течение 30 мин. 
Реакцию останавливают 0,8 мл 20% раствора ТХУ. Контрольные 
пробы проводят аналогично, но субстрат вносят после ТХУ. 
Контрольные и опытные пробы центрифугируют 40 мин при 
5000 об/мин и в 1 мл центрифугата определяют содержание 
аргинина по цветной реакции Сакагуши (см. с. 148 — 149). 

Активность каолинактивируемого плазмина (АКП) выража- 
ют в мкмоль аргинина, отщепившегося от протаминсульфата за 
1 мин 100 мл плазмы крови. Ее рассчитывают по формуле: 


АКП - 


С • Ѵі • 100 
Т ■ V • 174,2 ’ 


где С — количество аргинина (мкг), освободившееся из про- 
таминсульфата и определяемое по калибровочной кривой (по- 
строение ее см. на с. 149); 

Ѵі — общий объем реакционной смеси (1,6 мл); 

Т — время инкубации эуглобулинового осадка с протамин- 
сульфатом (30 мин); 

V — объем эуглобулиновой фракции, взятый для анализа 
(0,1 мл); 

174,2 — молекулярная масса аргинина. 

В плазме крови здоровых людей активность каолинактиви- 
руемого плазмина в среднем равна 8 мкмоль аргинина (мин- 
• 100 мл плазмы). (Колебания 6 — И мкмоль аргинина). 


Определение активности протеолитических ферментов 

в лейкоцитах 

Получение лейкоцитов и их гомогенизация 

Реактивы: 

1. 3,8% раствор цитрата натрия. 

2. 0,25 М раствор сахарозы в 0,0025 М растворе САСІг. 

3. 1,0 М раствор сахарозы. 

4. 0,9 % раствор ЫаСІ. 

Лейкоциты выделяли из венозной крови следующим образом. 
В узкую пробирку к 1,33 мл 3,8% цитрата Ыа прибавляли 12 мл 
крови, осторожно перемешивали и оставляли в воздушном тер- 
мостате при 37° С на 1,5 — 2 ч для осаждения эритроцитов. По 
истечении этого времени верхний слой плазмы со взвешенными 
в ней лейкоцитами осторожно отбирали пастеровской пипеткой, 
клетки осаждали центрифугированием при 2000 об/мин при ком- 
натной температуре в центрифуге ЦУМ-1 в течение 10 мин и 
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надосадочную жидкость осторожно сливали. Осадок состоял из 
лейкоцитов и примеси эритроцитов. Последние разрушали гипо- 
тоническим шоком по методу Д. П. Панавене и С. Ю. Банджю- 
лене (1975). Для этого осадок лейкоцитов суспендировали в 
1,5 мл 0,25 М раствора сахарозы в 0,0025 М растворе СаСЬ и 
прибавляли к взвеси 4,5 мл дистиллированной воды. Хорошо 
перемешивали в течение 25 с и восстанавливали изотоничность 
раствора добавлением 1,5 мл 1 М сахарозы. Лейкоциты осажда- 
ли центрифугированием, как описано выше. Контроль за чисто- 
той препаратов лейкоцитов осуществляли в мазках, окрашен- 
ных по Романовскому — Гимзе. При обнаружении неразрушен- 
ных эритроцитов гипотонический шок их вызывали еще раз. 

Перед определением ферментативной активности осадок лей- 
коцитов суспендировали в 2 мл 0,9% раствора ЫаСІ, подсчиты- 
вали количество лейкоцитов в камере Горяева и затем добавля- 
ли к взвеси такое количество физиологического раствора, чтобы 
в 1 мл ее содержалось 2 — 4 млн. клеток. 

Взвесь лейкоцитов гомогенизировали при охлаждении в мо- 
дифицированном размельчителе тканей РТ-2 с тефлоновым пес- 
тиком и стаканом в течение 1 мин. Зазор между стенкой стака- 
на и поверхностью пестика составлял 0,2 мм, высота пестика — 
4 см. В этих условиях объем пространства вокруг пестика равен 
1 мл. Достаточно высокая интенсивность гомогенизации при ско- 
рости вращения пестика 3000 об/мин обеспечивается при поме- 
щении в этот объем 0,5 мл суспензии клеток. 

Определение активности кислых протеиназ 

по расщеплению субстрата гемоглобина 

Метод основан на определении количества тирозина, освобо- 
ждающегося под действием протеолитических ферментов лейко- 
цитов из гемоглобина. Данный метод может быть использован 
для определения общей протеолитической активности как в кис- 
лой, так и в слабощелочной среде. 

Нами использован метод определения общей активности кис- 
лых протеиназ — катепсиноподобных ферментов (Нортроп и со- 
авт., 1950) . 

Реактивы: 

1. 2,5% раствор лиофиллизированного бычьего гемоглобина в 
дистиллированной воде. 

2. 1,35 М водный раствор уксусной кислоты. 

3. 5% раствор ТХУ. 

Ход определения. К 2 мл 2,5% раствора гемоглобина при- 
бавляли 0,5 мл раствора 1,35 М уксусной кислоты. Эту смесь 


6 635 


153 


(рН 3) преинкубировали в те- 
чение 10 мин при 37° С, при- 
бавляли к ней 0,5 мл гомогена- 
та лейкоцитов (примерно 1 мг 
белка) и инкубировали при 
37° С в течение 3 ч. Реакцию 
прекращали прибавлением 5 мл 
5% раствора ТХУ. Пробы 
оставляли стоять при комнат- 
ной температуре в течение 30 
мин и затем фильтровали через 
бумажные фильтры. Опытные 
пробы спектрофотометрирова- 
ли (СФ-4, СФ-4А, СФ-16 и др.) 
против контрольных при длине 
волны 280 нм. В контрольные пробы источник фермента при- 
бавляли после добавления ТХУ. Количество отщепленного тиро- 
зина определяли по калибровочной кривой (рис. 14). 

Удельная активность (УА) кислых протеиназ выражалась в 
мкмоль тирозина/ (ч-мг белка). Расчет проводили по следую- 
щей формуле: 

уд ^ 

Б • 181,2 В' 

где А — количество тирозина в мкг, соответствующее получен- 
ной при измерении на спектрофотометре разнице в поглощении 
опьпной и контрольной проб (АЕгво); 

Б — количество белка в пробе в мг; 

В — время инкубации в ч; 

181,2 — молекулярная масса тирозина. 

Пример расчета: разница в поглощении между опытной и 
контрольной пробами (АЕ 2 8о) составляет 0,25. По калибровоч- 
ной кривой это соответствует 150 мкг тирозина. Количество бел- 
ка в пробе — 0,9 мг, время инкубации — 3 ч. В данном случае 
УА будет равна 

150 

У А = -тго — г — й . - = 0,31 мкмоль тирозина/ (ч • мг белка). 

ѵ),У • о 1 1 О 1 , 2 . 

Количество белка в пробе определяли методом Ьоѵѵгу и со- 
авторов (1951). 



Рис. 14. Калибровочная кривая 
для определения тирозина. 
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Определение количества белка методом Іоиігу 

и соавторов (1951) 

Реактивы: 

1. Реактив № 1. 2% раствор Ыа 2 С0 3 б/в в 0,1 н. растворе 
№ОН; 

2. Реактив № 2. 2% раствор К^а-виннокислого; 

3. Реактив № 3. 1% раствор Си50 4 ; 

4. Реактив № 4. Перед употреблением смешивают 50 мл ре- 
актива № 1 с 1 мл смеси (0,5 мл реактива № 2 и 0,5 мл реакти- 
ва № 3); 

5. Реактив № 5. Реактив Фолина. Вносят 100 г Ка 2 \Ѵ0 4 -2Н 2 0, 
25 г Ыа 2 Мо0 4 -2Н 2 0 и 700 мл дистиллированной воды в круглую 
термостойкую колбу (1,5 — 3 л); при охлаждении прибавляют 
50 мл 8,5% ортофосфорной кислоты и 100 мл концентрированной 
НСІ. Снабжают колбу обратным холодильником и осторожно 
нагревают смесь в течение 10 ч (очень слабое кипение). В конце 
периода нагревания прибавляют 150 г сульфата лития (Іл 2 50 4 ), 
50 мл дистиллированной воды и несколько капель жидкого бро- 
ма. Нагревают смесь без обратного холодильника около 15 мин 
для удаления брома. Охлаждают, разводят до 1 л и фильтруют 
через стеклянную вату. Затем раствором 0,1 н. ЫаОН реактив 
Фолина титруют по фенолфталеину для установления в нем 
концентрации кислоты (1 мл реактива Фолина, 50 мл дистилли- 
рованной воды и несколько капель 1% спиртового раствора фе- 
нолфталеина). На нейтрализацию 1 мл реактива Фолина тре- 
буется около 20 мл 0,1 н. №ОН. Перед употреблением реактив 
Фолина разводят так, чтобы его конечная кислотность соответ- 
ствовала 1 н. (примерно в 2 раза). 

Ход определения. 1 мл раствора белка помещают в пробир- 
ку, приливают 5 мл реактива № 4 и выдерживают при комнат- 
ной температуре 15 мин. После этого добавляют 0,5 мл разве- 
денного реактива Фолина, сразу тщательно перемешивают и 
оставляют при комнатной температуре на 30 мин. Затем пробу 
колориметрируют на фотоэлектроколориметре (красный свето- 
фильтр, 750 нм) против контроля. Контролем служит проба, в 
которую вместо раствора белка помещается 1 мл дистиллиро- 
ванной воды и приливаются остальные реактивы в обычной по- 
следовательности. По величине оптической плотности (Е 75 о) 
определяют количество белка в пробе по калибровочной кри- 
вой, используя в качестве стандарта раствор сывороточного 
альбумина. При построении кривой к различным концентрациям 
сывороточного альбумина — 25 — 200 мкг в 1 мл — прибавляют 
все необходимые реактивы в описанной выше последовательности; 
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общий объем — 6,5 мл. Затем на 
оси абсцисс откладывают количе- 
ство белка в пробе, а на оси ор- 
динат — величины оптической 
плотности соответствующей про- 
бы при длине волны 750 нм. 
Данные для построения калиб- 
ровочной кривой приведены в 
табл. 34. 

Определение протеолитической 
активности по расщеплению 
синтетического субстрата БАЭЭ 

Метод основан на определении 
скорости гидролиза БАЭЭ протеи- 
назами лейкоцитов. Количество гидролизованного БАЭЭ опре- 
деляют в реакции с гидроксиламином, комплексы которого с 
БАЭЭ в кислой среде с РеС1 3 -6Н 2 0 дают окрашенные соединения. 

Реактивы: 

1. 0,02 М раствор БАЭЭ (0,34 г вещества растворяют в 50 мл 
дистиллированной воды). 

2. 0,1 М мединаловый буфер, рН 7,8 (10,3 г веронала Ыа 
растворяют в 500 мл дистиллированной воды; 66,2 мл этого 
раствора смешивают с 33,8 мл 0,1 М НС1). Реакцию среды кон- 
тролируют на рН-метре. 

3. Щелочной раствор гидроксиламина (13,9% гидроксиламин 
гидрохлорида нейтрализуют равным объемом 14% раствора 
ЫаОН). Этот раствор готовится непосредственно перед употреб- 
лением. 

4. 3 н. раствор НС1. 

5. 10% раствор хлорного железа (РеС1 3 -6Н 2 0) в 0,1 н. раст- 
воре НС1. 

6. 10% раствор ТХУ. 

Ход определения. В центрифужных пробирках к 1 мл раст- 
вора БАЭЭ прибавляют 1 мл мединалового буфета, рН 7,8, и 
преинкубируют на водяной бане при 37°С в течение 10 мин. За- 
тем добавляют 0,5 мл гомогената (0,2 — 0,4 мг белка) лейкоцитов 
и инкубируют в течение 3 ч при той же температуре. По истече- 
нии этого времени в опытные пробирки прибавляют 1,5 мл 10% 
раствора ТХУ. 

В контрольные пробирки гомогенат лейкоцитов прибавляют 
после добавления ТХУ. Содержимое каждой пробирки размеши- 
вают, оставляют стоять в течение 5 мин и затем центри- 


Таблица 3 4. Калибровочная 
кривая для определения содержа- 
ния белка 


Количество (в мкг ) 
бычьего сывороточного 
альбумина в 1 мл 

^760 

25 

0,07 

50 

0,14 

75 

0,20 

100 

0,26 

125 

0,32 

150 

0,39 

175 

0,44 

200 

0,49 
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фугируют при 300 об/мин 
в течение 10 мин. Затем в про- 
бирки отбирают 2 мл прозра- 
чной надосадочной жидкости, 
добавляют к ней 2 мл ще- 
лочного раствора гидроксила- 
мина и через 1 мин — 1 мл 3 н. 
раствора НС1, хорошо переме- 
шивают и прибавляют 2 мл 
10% раствора хлорного желе- 
за. Через 15 мин пробы спек- 
трофотометрируют против кон- 
трольных при длине волны 540 
нм. В контрольные пробы вме- 
сто надосадочной жидкости по- 
мещают 2 мл дистиллирован- 
ной воды. По разнице в опти- 
ческой плотности (АЕ 54 о) кон- 
трольных и опытных проб опре- 
деляют с помощью калибровочной кривой (рис. 15) количество 
расщепившегося БАЭЭ. Удельную активность выражают в 
мкмоль расщепившегося БАЭЭ (ч-мг белка) и рассчитывают 
по формуле: 

А • 2 



Рис. 15 Калибровочная 
для определения БАЭЭ. 


кривая 


УА = 


Б В' 


где А — количество БАЭЭ в мкмоль; 

Б — количество белка в пробе в мг; 

В — время инкубации в ч; 

2 — расчет на весь объем пробы. 

Пример расчета: разница в поглощении контрольной и опыт- 
ной проб (ДЕ540) составляет 0,165. По калибровочной кривой это 
соответствует 3 мкмоль БАЭЭ. Время инкубации — 3 ч, количе- 
ство белка в пробе — 0,3 мг. В данном случае: 

3 2 =6.7, 


УА : 


0,3-3 


мкмоль расщепившегося БАЭЭ/ ч-мг белка. 

Количество белка в пробе определяют методом Бо\ѵгу и соав- 
торов (1951). Подробное описание этого метода дано выше. 
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Определение ингибиторов плазмина в плазме крови 


Для характеристики состояния фибринолитической системы 
крови наряду с изучением активности ее основного фермента — 
плазмина — важное значение имеет исследование содержания 
веществ, регулирующих его каталитическую функцию, — ингиби- 
торов. 

В основу разработанного нами метода положена способность 
ингибиторов плазмы крови тормозить фибринолитическую актив- 
ность каолинактивируемого плазмина. Мерой активности инги- 
биторов служит увеличение времени лизиса фибринового сгустка 
(мин). В качестве источника фермента служила фракция эугло- 
булинов, полученная при активации плазмы доноров в кислой 
среде каолином. 

Для проведения исследования по данной методике необходи- 
мы те же реактивы, что и для определения активности плазмина 
по лизису фибринового сгустка (см. с. 150). 

Ход определения. В две прозрачные полиэтиленовые пробир- 
ки вносили 0,2 мл суспензии эуглобулинов (полученных по мето- 
ду, описанному на с. 150 — 151) и 0,2 мл плазмы, разбавленной 
0,05 М мединаловым буфетом, рН 7,6, в 40 раз. Объем проб дово- 
дили до 0,5 мл мединаловым буфером, рН 7,6, и преинкубировали 
15 мин при 20° С для образования комплекса плазмин — ингиби- 
тор. Затем к пробам прибавляли 0,1 мл 0,4% раствора бычьего 
фибриногена и сразу же 0,1 мл 0,5% раствора тромбина. Парал- 
лельно ставили контрольную пробу, в состав которой входили 
0,2 мл суспензии эуглобулинов, 0,3 мл 0,05 М мединалового бу- 
фера, рН 7,6, 0,1 мл 0,4% раствора фибриногена и 0,1 мл 0,5% 
раствора тромбина. Отмечали время лизиса фибриновых сгуст- 
ков. 

Содержание ингибиторов плазмина (ИП) рассчитывали по 
формуле: 

ИП = -Ц^- ■ К, 

ІО 


где 1 — время лизиса в опыте в присутствии ингибиторов (мин); 

Іо — время лизиса в контроле (без ингибитора); 

К — коэффициент пересчета на 1 мл плазмы. Уровень ин- 
гибиторов выражают в условных единицах. При расчете берут 
среднюю величину, полученную в опытах с 0,2 — 0,3 мл плазмы. 

Пример расчета. Время лизиса в контрольной пробе равно 
10 мин. В опытной пробе с 0,2 мл плазмы оно составило 18 мин. 
Плазма разбавлена в 40 раз. Содержание ингибитора равно: 


(18—10) • 40 

10 • 0,2 


= 160 уел. ед. 
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В 1 мл плазмы здоровых людей в среднем 240 уел. ед. инги- 
биторов плазмина (колебания 80 — 520 уел. ед.). 

Кроме плазмы крови ингибиторы плазмина можно определять 
и в слюне. При этом к суспензии эуглобулинов вносили от 0,1 до 
0,3 мл слюны (надосадочной жидкости, полученной при центри- 
фугировании слюны при 3000 об/мин) или секрета околоушной 
железы. В норме количество ингибиторов плазмина в 1 мл слю- 
ны составляет от 1 до 10 уел. ед., в секрете околоушной желе- 
зы — от 1 до 5 уел. ед. 

Определение активности лактат дегидрогеназы (ЛДГ) 

в сыворотке крови 

ЛДГ в процессе анаэробного распада углеводов (гликолизе) 
катализирует обратимое превращение пировиноградной кислоты 
в молочную. Коферментом в данной реакции является никотин- 
амидадениндинуклеотид (НАДН • Н + ) . 

Метод основан на уменьшении поглощения НАДН- И 4- в про- 
цессе превращения пировиноградной кислоты в молочную при 
длине волны 340 нм и температуре 37° С — оптический тест Вар- 
бурга (Л. М. Пырков и соавт., 1970). 

Реактивы: 

1. 0,1 М фосфатный буфер, рН 7,6, его приготавливают пу- 
тем сливания 90 мл 0,2 М раствора Ыа 2 НР0 4 (28,4 г растворяют 
в 1000 мл дистиллированной воды) и 10 мл 0,2 М раствора 
КН 2 Р0 4 (27,2 г растворяют в 1000 мл дистиллированной воды) 
и добавлением к этой смеси 100 мл дистиллированной воды. рН 
раствора контролируется с помощью рН-метра. 

2. Раствор НАДН-Н+ — 4,5 мг в 1,5 мл дистиллированной 
воды. 

3. Раствор пировинограднокислого N8 — 7,5 мг в 3 мл ди- 
стиллированной воды. 

4. 0,9% раствор ЫаСІ. 

Ход определения. В пробирку вносят 2,7 мл 0,1 М фосфатно- 
го буфера, рН 7,4, 0,1 мл раствора НАДН-Н+ и 0,1 мл сыворот- 
ки, а в кювету от спектрофотометра — 0,1 мл раствора пирови- 
нограднокислого Ыа. Пробирку и кювету помещают в водяной 
термостат при 37° С на 5 мин. Затем выливают содержимое про- 
бирки в кювету и с максимальной быстротой измеряют в спек- 
трофотометре поглощение смеси при длине волны 340 нм против 
контрольной пробы (кюветы с дистиллированной водой). Затем 
опытную кювету снова помещают в водяной термостат и через 
каждые 2 мин в течение 6 мин измеряют поглощение смеси. 
В процессе реакции наблюдается постепенное уменьшение опти- 
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ческой плотности ввиду снижения в пробе количества НАДН- Н + 
(он превращается в НАД — никотинамиддинуклеотид окислен- 
ный), имеющего максимум поглощения при длине волны 340 нм. 
НАД, как известно, при этой длине волны имеет максимальное 
поглощение. Снижение оптической плотности (АЕ 34 о) за каж- 
дые 2 мин должно равняться 0,04 — 0,08. При большей активности 
фермента сыворотку соответствующим образом разводят 0,9% 
раствором ИаСІ. 

Активность выражают в мкмоль субстрата (мин- 1000 мл сы- 
воротки) . 

Для расчета активности фермента (АФ) применяется следую- 
щая формула: 

А -0,483 1000 

АФ = : , 

0,1 

где А — среднее снижение оптической плотности (ДЕ 340 ) за 
1 мин; 

0,483 — коэффициент пересчета оптической плотности в 
мкмоль, 

1000 — 1000 мл сыворотки, 

0,1 — количество мл сыворотки в пробе. 

Пример расчета. Трехкратно измеренное снижение оптической 
плотности за каждые 2 мин составляло соответственно 0,06; 0,06 
и 0,05. Среднее снижение оптической плотности в пробе за 1 мин 
, 0,06 + 0,06 + 0,05 л поо . 

в данном случае будет 2 • 3 ' = Активность 

пт-тт- , лпл 0,028-0,483-1000 

ЛДІ 1000 мл сыворотки составит: , что 

равно 135,24 мкмоль/мин. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 

В СЕКРЕТАХ СЛЮННЫХ ЖЕЛЕЗ И СЛИЗИСТОП 

ОБОЛОЧКИ НОСА 

Определение протеолитической активности слюны 

по расщеплению протаминсульфата 

Метод определения протеолитической активности плазмы 
крови по гидролизу протаминсульфата можно использовать и 
для определения протеиназ в другой биологической жидкости — 
слюне и секрете слюнных желез. 

Принцип метода, используемые реактивы для слюны такие 
же, как и для плазмы крови (см. с. 147 — 148). 

Объектом исследования может служить как смешанная слю- 
на, полученная натощак (без раздражителя), отдельные ее фрак- 
ции (жидкая часть, осадок), полученные при центрифугировании 
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слюны при 3000 об/мин, так и секрет околоушной железы. Его 
собирают натощак путем раздражения железы 2% раствором 
лимонной кислоты при помощи капсулы Красногорского — 
Ющенко. 

Ход определения Я опытные пробирки вносят 0,25 мл сме- 
шанной слюны (надосадочной жидкости) или секрета околоуш- 
ной железы, затем добавляют 0,55 мл 0,05 М мединалового бу- 
фера, рН 7,6, и 0,2 мл 1 % раствора протаминсульфата. Опытные 
пробы инкубируют в водяном термостате при 35° С в течение 
30 мин, затем прибавляют 1 мл 20% раствора ТХУ. Контроль- 
ные пробы исследуют аналогично, но 0,2 мл протаминсульфата, 
инкубированного 30 мин при 35° С, добавляют после ТХУ. Пос- 
ле 45-минутного центрифугирования проб при 5000 об/мин в 
безбелковых центрифугатах определяют количество аргинина, 
как описано на с. 149. 

ПРА слюны (секрета) выражают в нмоль аргинина, освобож- 
денного из протаминсульфата под действием 1 мл (или мг бел- 
ка) слюны (секрета) за 1 мин. 

Пример расчета. Оптическая плотность опытной пробы со- 
ставляет 0,17, что по калибровочной кривой соответствует 7 мкг 
аргинина. Общий объем пробы — 2 мл, время инкубации — 
30 мин, на определение брали 0,25 мл слюны, молекулярная мас- 
са аргинина — 174,2, в 1 мл слюны (секрета) содержится 1,2 мг 
белка, 1000 — коэффициент пересчета на нмоль. Следовательно, 
ПРА данного образца слюны равна: 


7 • 2 • 1000 
0,25 • 30 ■ 174,2 


= 10 нмоль аргинина/ (мл слюны • мин). 


7 • 2 ■ 1000 
0,25 • 30 ■ 174,2 • 1,2 


= 8,3 нмоль аргинина/ (мг белка • мин). 


В норме ПРА смешанной слюны составляет в среднем 

9.1 нмоль аргинина/ (мл слюны-мин), удельная активность — 

7.1 нмоль/ (мг белка-мин). ПРА секрета околоушной железы у 
здоровых людей равна 2,6 нмоль/ (мл секрета -мин), удельная 
активность 3,1 нмоль/ (мг белка -мин). 


Определение БАЭЭ-эстеразной активности слюны 

Метод основан на том, что протеиназы смешанной слюны и 
секрета околоушной железы расщепляют БАЭЭ. Образовавший- 
ся при этом бензоил-а-аргинин (БА) при длине волны 253 нм 
имеет более высокую величину молярного коэффициента экстин- 
ции, чем растворы БАЭЭ. Количество отщепившегося в ходе фер- 
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ментативной реакции БА является мерой эстеразной активности 
протеолитических ферментов слюны. 

Реактивы: 

1. Надосадочная жидкость слюны, полученная при ее 10-ми- 
нутном центрифугировании при 3000 об/мин. Секрет околоушной 
железы. Забор его осуществляли, как описывалось ранее 
(с. 160—161). 

2. Трис-НСІ-буферный раствор, 0,05 М, рН 8. Для получения 
буферного раствора смешивают 50 мл 0,2 М раствора триса 
(24,2 г в 1000 мл дистиллированной воды) и 26,8 мл 0,2 М НС1. 
Объем доводят дистиллированной водой до 200 мл. 

3. БА, 0,75-10“ 3 М (молекулярная масса 278,3). Используют 
как стандартный препарат для построения калибровочного гра- 
фика. 20,85 мг этого вещества растворяют в 100 мл 0,05 М трис- 
НСІ-буфера, рН 8. 

4. БАЭЭ — НСІ, 0,75- 1 0 -3 М (молекулярная масса 342,8). 
Готовят непосредственно перед проведением опыта. 25,7 мг 
БАЭЭ-НС1 растворяют в 100 мл 0,05 М трис-НСІ-буферного 
раствора, рН 8. 

Ход определения. В опытные пробы берут 0,25 мл слюны 
(надосадочной жидкости) или секрета околоушной железы и до- 
бавляют 1,75 мл 0,05 М трис-НСІ-буфера, рН 8. В контрольную 
пробу вносят 2 мл буфера. Пробы и субстрат — БАЭЭ выдержи- 
вают на водяной бане 10 мин при температуре 25°С. Затем к 
контрольной и опытным пробам добавляют по 1 мл БАЭЭ и сра- 
зу же измеряют оптическую плотность опытной пробы против 
контрольной в кювете шириной 10 мм на спектрофотометре при 
длине волны 253 нм. При линейной зависимости определение про- 
водят каждые 5 мин в течение 30 мин. Активность фермента 
выражают в нмоль БА, образовавшегося в результате гидролиза 
БАЭЭ 1 мл слюны (мг белка) за 1 мин. 

Для перехода от оптической плотности к количеству обра- 
зовавшегося БА строят калибровочную кривую. С этой целью 
готовят серию растворов БАЭЭ и БА в 0,05 М трис-НСГбуфере 
(рН 8,0), в 1 мл которых будет содержаться 0,05, 0,1, 0,2, 
0,3 мкмоль указанных веществ. Затем измеряют оптическую плот- 
ность растворов при длине волны 253 нм в кювете с толщиной 
слоя 10 мм против 0,05 М трис-НСІ-буфера, рН 8. Вычисляют 
разность показателей оптической плотности растворов БА и 
БАЭЭ одинаковой концентрации (АЕ253БА — БАЭЭ) и вычерчива- 
ют калибровочную кривую. Откладывают на оси ординат раз- 
ность показателей оптических плотностей растворов БА и БАЭЭ, 
а на оси абсцисс — соответствующие им количества БА в мкмоль 
на 1 мл (рис. 16). 
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Пример расчета. Прирост 
оптической плотности опытных 
растворов за 1 мин равен 0,10, 
что соответствует 0,095 мкмоль 
БА, объем пробы 3 мл, для оп- 
ределения взято 0,25 мл слюны, 

1000 — коэффициент пересчета 
на нмоль. 

Следовательно, БАЭЭ-эсте- 
разная активность слюны равна 
0,095-3-1000 00 „д, 

- 0,25 ~ -~30 ~ ~ = 38 НМ0ЛЬ БА/ 

(мл слюны -мин). Для вычисле- 
ния удельной БАЭЭ-эстеразкой 
активности полученный резуль- 
тат делят на количество мг бел- 
ка слюны. БАЭЭ-эстеразная активность слюны практически 
здоровых людей равна 23 ±1,8 нмоль/ (мл слюны -мин), удельная 
активность составляет 25±2,8 нмоль БА/ (мг белка-мин), БАЭЭ- 
эстеразная активность секрета околоушной железы равна 9,4 
нмоль БА/ (мл-мин), удельная активность — 12 нмоль БА/ (мг 
белка • мин) . 

Определение активности щелочной 
и кислой фосфатазы в слюне 


Рис. 

для 

нина. 


18. Калибровочная кривая 
определения бензоил-Д-арги- 


Фосфатазы — ферменты, катализирующие отщепление фос- 
форной кислоты от ее органических эфирных соединений. В за- 
висимости от рН среды, при котором фосфомоноэстераза наи- 
более активна, различают несколько ее видов. Клиническое значе- 
ние имеют исследования уровня активности щелочной фосфатазы 
или фосфомоноэстеразы I (КФ 3.1. 3.1) и кислой фосфатазы или 
фосфомоноэстеразы II (КФ 3.1. 3.2). 

Метод основан на способности фосфатазы слюны при опре- 
деленных условиях гидролизовать эфирную связь в паранитро- 
фенилфосфате. Освобождающийся паранитрофенол в щелочной 
среде дает желтое окрашивание. Интенсивность окраски отра- 
жает активность фермента. 

Реактивы: 

1. Субстратный раствор паранитрофенилфосфата (натриевой 
соли) готовят в день проведения реакции из расчета 1 мг в 1 мл 

Н 2 0. 

2. 0,15 М аммиачный буфер (рН 10,0), применяемый для опре- 
деления щелочной фосфатазы, готовят путем смешивания 85 мл 
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0,15М1ХН 4 ОН и 15 мл 0,15М МН 4 С1. Проверяют рН раствора 
с помощью потенциометра. Раствор сохраняют при температуре 

3. 0,2 М ацетатный буфер (рН 4,8) используется при опреде- 
лении кислой фосфатазы. Буферный раствор готовят путем сме- 
шивания 40 мл 0,2 М раствора уксусной кислоты и 60 мл 0,2 М 
уксуснокислого Йа, рН проверяют потенциометрически. Хранят 
раствор в холодильнике при +4° С. 

4. Стандартный раствор паранитрофенола, используемый для 
построения калибровочной кривой. 6,96 мг паранитрофенола 
растворяют в 1000 мл 0,02 н. раствора ЙаОН. 

5. 1,0 н. и 0,02 н. ЫаОН. 

6. Смешанная слюна. Ее получают без раздражителя, муци- 
ны и клеточные элементы удаляют путем центрифугирования при 
3000 об/мин в течение 10 мин и в надосадочной фракции опреде- 
ляют активность фосфатаз. 

Ход определения. Щелочная фосфатаза. В две про- 
бирки вносят по 0,8 мл 0,15 М аммиачного буфера (рН 10,0) 
и 0,5 мл субстрата паранитрофенилфосфата, пробы помещают 
на 5 мин в водяной термостат при температуре 37° С. Затем в 
одну из пробирок (опытную) прибавляют 0,2 мл слюны. Вторая 
пробирка служит контролем на реактивы. Пробы инкубируют 
60 мин при 37° С. По окончании срока инкубации в обе пробирки 
добавляют 0,5 мл 1,0 н. ЫаОН, а в контрольную пробу вносят 
0,2 мл слюны. Объем проб доводят до 5,5 мл Н 2 0. Содержимое 
пробирок тщательно перемешивают и фотометрируют на спек- 
трофотометре при длине волны 400 нм в кювете толщиной 10 мм 
против контроля. 

Кислая фосфатаза. Ход анализа такой же, как и при 
определении щелочной фосфатазы, но вместо аммиачного буфе- 
ра используют 0,2 М ацетатный буфер, рН 4,8. 

Количество отщепившегося во время ферментативной реак- 
ции паранитрофенола находят по заранее составленной кали- 
бровочной кривой. 

Построение калибровочой кривой. 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 мл 
стандартного раствора, содержащего соответственно 0,05—0,25 
мкмоль паранитрофенола, с помощью 0,2 н. раствора ЫаОН до- 
водят до объема 5,5 мл и измеряют оптическую плотность на 
спектрофотометре против 0,02 н. раствора ИаОИ. На основании 
полученных результатов строят калибровочную кривую, откла- 
дывая на оси ординат значения показателей оптической плот- 
ности при 400 нм, а на оси абсцисс — количество мкмоль пара- 
нитрофенола (рис. 17). 

Активность фосфатазы (щелочной, кислой) выражают коли- 
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чеством нмоль паранитрофено- 
ла, освободившегося под влия- 
нием 1,0 мл слюны за 1 мин 
при температуре 37° С. 

Пример расчета. Оптичес- 
кая плотность (Е 40 о) пробы 
щелочной фосфатазы равна 
0,280, что соответствует со- 
гласно кривой 0,08 мкмоль па- 
ранитрофенола. 0,2 — количе- 
ство (мл) взятой в опыт слю- 
ны, 60 — время инкубации 
(мин), 1000 — коэффициент пе- 
ресчета единиц активности 
фермента в нмоль паранитро- 
фенола. «Е» пробы кислой фосфатазы соответствует 0,600, что 
равно согласно кривой 0,175 мкмоль паранитрофенола. 

„ „ . , 0,08 • 1000 

Следовательно, активность щелочной фосфатазы = 0 2 = 

=6 нмоль паранитрофенола/ (мин -мл); 

активность кислой фосфатазы 0 2 60 - = 14 нмоль парани- 
трофенола/ (мин-мл). 

Активность щелочной фосфатазы слюны у взрослых практи- 
чески здоровых людей в среднем равна 6 нмоль паранитрофено- 
ла/ (мин-мл), а кислой фосфатазы 14 нмоль паранитрофенола/ 
(мин-мл) . 

Определение протеолитической активности в секрете 

слизистой оболочки носа по гидролизу протаминсульфата 

Принцип метода и используемые реактивы см. с. 147 — 148. 

Для получения секрета слизистой оболочки носа в носовые 
ходы правой и левой половины носа на 10 — 15 мин вводят мар- 
левые турунды, смоченные в физиологическом растворе. Меха- 
ническое раздражение слизистой носа вызывает усиленную се- 
крецию ее отделяемого. Пропитанные отделяемым слизистой 
оболочки носа турунды после удаления из носа помещают в по- 
лиэтиленовые пробирки с 2 мл 0,85% раствора ЫаСІ. После 
экстрагирования секрета 0,85% физиологическим раствором в 
течение 30 — 40 мин при температуре 4° С турунды тщательно от- 
жимают и используют секрет для определения протеолитической 
активности. 

Ход определения. В опытную пробу вносят 0,2 мл цельного 
секрета, 0,4 мл 0,05 М мединалового буфера, рН 7,6, а затем 



Ко/шчестЬо паранитрофенола, мкмоль 

Рис. 17. Калибровочная кривая 
для определения паранитрофенола. 
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прибавляют 0,2 мл 1% раствора протаминсульфата. Пробы ин- 
кубируют 60 мин при 35° С, после чего реакцию останавливают 
добавлением 0,8 мл 20% раствора ТХУ. Контроль проводят ана- 
логично, но ТХУ вносят перед добавлением протаминсульфата. 
После центрифугирования проб при 5000 об/мин в течение 45 мин 
в прозрачном ТХУ фильтрате определяют количество аргинина 
(см. с. 149). ПРА секрета выражают в нмоль аргинина/ (мг бел- 
ка секрета-мин). 

Пример расчета. Оптическая плотность опытной пробы равна 
0,05, что по калибровочной кривой соответствует 1,8 мкг аргини- 
на, общий объем пробы — 1,6 мл, инкубация секрета с протамин- 
сульфатом — 60 мин. 174,2 — молекулярная масса аргинина; 
0,2 мл секрета — взято в пробу, 1,1 мг — количество белка в 
1 мл; 1000 — коэффициент пересчета на нмоль. 

_ п . 1,8 • 1,6 ■ ЮОО , „ „ „ 

1 1НА = — і 7 ^ 2 — 0 о — у - ] = ‘ >2 нмоль аргинина/ (мг белка • мин). 

Определение лицозима в слюне 

и секретах слизистой носа 

Метод основан на способности лизоцима слюны и секретов 
слизистой оболочки носа расщеплять полисахариды клеточной 
оболочки бактерий Місгососсиз Ьузосіеікіісиз. Активность фер- 
мента определяют нефелометрически по изменению мутности 
суспензии Місгососсиз Ьузосіеікіісиз. 

Реактивы: 

1. Ацетоновый порошок культуры М. Ьузобеікіісиз (Олайн- 
ский завод). 20 мг препарата тщательно растирают в небольшом 
объеме Ѵі 5 М фосфатного буфера, рН 6,25, затем приливают бу- 
фер до объема 100 мл. 

2. '/і 5 М К-Иа-фосфатный буфер, рН 6,25. 136,15 г КН 2 Р0 4 
(1 М) растворяют в 1000 мл дистиллированной воды. 178,4 г 
двузамещенного На 2 НР0 4 (1 М) растворяют в 1000 мл дистил- 
лированной воды. Смешивают 70 мл КН 2 Р0 4 (1 М) и 30 мл 
№ 2 НР0 4 (1 М), затем разбавляют полученный буфер до кон- 
центрации Ѵі 5 М. рН раствора контролируется при помощи рН- 
метра. 

3. Кристаллический лизоцим. 5 мг препарата растворяют в 
5 мл V і 5 М фосфатного буфера, рН 6,25 (исходный раствор). Его 
хранят в холодильнике в течение 2 нед при +4° С. Непосред- 
ственно перед опытом исходный раствор разбавляют фосфатным 
буфером до концентрации 2 мкг/мл. 

4. Смешанная слюна. 

5. Секрет слизистой носа. Их получение см. на с. 160, 165. 
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Ход определения. В опыт- 
ные пробы вносят по 0,1 мл 1 
смешанной слюны, разбавлен- 
ной в 2 раза 0,9 % раствором | 

ЫаСІ (или 0,1 мл секрета ели- | 
зистой носа), прибавляют 0,9 5 

мл 1 / 1 5 М фосфатного буфера, | 
рН 6,25, и 5 мл субстрата — |[ 

Місгососсиз Ьѵзосіеікіісиз. Про- 
бы инкубируют 30 мин при 
37° С, после чего сразу же фото- 
метрируют против Ѵі5 М фос- 
фатного буфера, рН 6,25, на 
нефелометре ФЭКН-57 в кюветах с толщиной слоя 10 мм при 
использовании светофильтра № 10. Активность исследуемого 
фермента слюны (секрета) выражают в мкг кристаллического 
лизодима/мг белка за 30 мин инкубации при 37° С. Для пере- 
хода от показателей светопропускания к количеству (мкг) ли- 
зоцима строят калибровочную кривую. Для этого берут серию 
пробирок, в которые вносят от 0,2 до 1 мл лизоцима (0,2 — 2 мкг), 
доводят объем проб до 1 мл Уі5 М фосфатным буфером, рН 
6,25, и добавляют 5 мл М. Ьузосіеікілсиз. Контрольная проба со- 
стоит из 1 мл Ѵі5 М фосфатного буфера, рН 6,25, и 5 мл М. Ьузо- 
сіеікіісиз. После инкубации опытных и контрольных проб в тече- 
ние 30 мин при 37° С их фотометрируют на ФЭКН-57 против 
V і5 М фосфатного буфера, рН 6,25. На основании полученных 
данных строят калибровочную кривую (рис. 18). На оси абсцисс 
откладывают количество лизоцизма в пробе (мкг), на оси орди- 
нат — процент светопропускания. 

Пример расчета. Процент светопропускания опытной пробы 
равен 70, что по калибровочной кривой соответствует 1,6 мкг 
лизоцима. В пробу брали 0,1 мл слюны, разбавленной в 2 раза, 
содержание белка слюны — 2 мг. 

Содержание лизоцима = ' ^ ^ = 8 мкг /мг белка. 

В норме уровень лизоцима в слюне составляет 15 мкг/мг 
белка, в секрете слизистой носа — 45 мкг/мг белка. 

Определение активности ЛДГ в секретах слюнных желез 

Активность ЛДГ исследовали в центрифугатах смешанной 
слюны (3000 об/мин в центрифуге ЦУМ-1, 10 мин) и секрете 
околоушной железы методом, описанным выше (с. 159). 



ис. 18. Калибровочная кривая для 
ределения лизоцима. 
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В пробу брали 0,1 мл слюны. Центрифугаты смешанной слю- 
ны разводили 0,9% раствором ИаСІ в 2 — 3 раза для получения 
оптимального снижения экстинции (0,04 — 0,08) за каждые 2 мин 
измерения. Активность фермента в секретах околоушной железы 
выявлялась в следовых количествах. На определение брали 
0,1 мл цельного секрета. 

Удельную активность ЛДГ выражали в мкмоль субстрата 
мин ■ мг белка. 

Количество белка определяли методом Ьоѵгу и соавторов 
(1951), как описано выше (с. 155). 

Расчет проводили по формуле: 

ппг А • 0,483 

активность ЛДГ = = , 

ь 

где А — снижение оптической плотности (АЕ 34 о) за 1 мин; 

0,483 — коэффициент пересчета оптической плотности в 
мкмоль; 

Б — количество белка в пробе в мг. 

Пример расчета. Оптическая плотность (ДЕ 340 ) за 1 мин рав- 
няется 0,033. Количество белка в пробе в данном опыте составля- 

п пап п . 0,033 • 0,483 

ло 0,049 мг. Подставив эти данные в формулу — , полу- 

чаем значение активности 0,32 мкмоль/(мин-мг белка). 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 

В ТКАНЯХ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИЙ 

Определение активности ЛДГ в биопсийном материале 

Обработка ткани. Кусочки исследуемой опухоли гортани 
(для определения достаточно 30 — 50 мг) тщательно отмывают от 
крови охлажденным 0,9% раствором ЫаСІ, осушают фильтро- 
вальной бумагой, взвешивают, измельчают ножницами (1 — 3 
мин) и при охлаждении на льду растирают в течение 1 — 3 мин 
в ручном стеклянном гомогенизаторе в 8,5% растворе сахарозы 
(из расчета 10 мг ткани и 0,1 мл раствора сахарозы). Получен- 
ный гомогенат разбавляют в 3 раза 8,5% раствором сахарозы 
и центрифугируют в рефрижераторной центрифуге в течение 
10 мин при 10 000 д. Осадок отбрасывают, а надосадочную 
жидкость повторно центрифугируют при том же режиме и ис- 
пользуют для определения активности ЛДГ (в день взятия ма- 
териала). 

Реактивы используются те же, что и для определения актив- 
ности ЛДГ в сыворотке крови. При постановке реакции в про- 
бирке смешивают 2,7 мл 0,1 М фосфатного буфера, рН 7,4, 0,1 мл 
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раствора НАДН-Н+ и 0,1 мл надосадочной жидкости. В. кювету 
от спектрофотометра наливают 0,1 мл раствора пировиноградно- 
кислого натрия. Пробирку и кювету преинкубируют в водяном 
термостате в течение 5 мин при 37° С. Затем в кювету выливают 
содержимое пробирки и немедленно измеряют в спектрофото- 
метре оптическую плотность смеси при длине волны 340 нм про- 
тив кюветы с дистиллированной водой. Затем кювету снова по- 
мещают в водяной термостат и через каждые 2 мин в течение 
6 мин измеряют оптическую плотность пробы. Снижение погло- 
щения (ДЕз 4 о) за каждый отрезок времени должно составлять 
0,040 — 0,080. При большей активности фермента надосадочную 
жидкость разводят 8,5% раствором сахарозы так, чтобы ДЕ 3 4 0 
соответствовало указанным величинам. Ферментативную актив- 
ность выражали в мкмоль/ (мин-мг белка). Количество белка 
определяли методом Ьо\ѵгу и соавторов (1951). 

Расчет активности ЛДГ проводили по формуле: 

А • 0,483 

активность ЛДГ = - , 

ь 

где А — снижение оптической плотности за 1 мин; 

0,483 — коэффициент пересчета оптической плотности в 
мкмоль; 

Б — количество белка в пробе в мг. 

Пример расчета. Снижение оптической плотности за 1 мин 
составляет 0,030. Количество белка в пробе — 0,020 мг. Удель- 
ная активность (УА) ЛДГ, рассчитанная по формуле, равна: 

У А = о”о20 — — 0» <2 мкмоль' (мин • мг белка). 

Определение активности протеолитических ферментов 

в опухолевой ткани по расщеплению субстрата гемоглобина 

Гомогенат ткани готовится, как описано выше (с. 168). Толь- 
ко для проведения этих исследований требуется большее коли- 
чество материала (200—300 мг ткани) и растирание его прово- 
дится в фарфоровой ступке, а не в ручном стеклянном гомогени- 
заторе. 

Метод определения активности протенназ по расщеплению 
субстрата гемоглобина описан выше (с. 153—154). Для данного 
случая опытная смесь состояла из 2 мл 5% раствора бычьего ге- 
моглобина, 0,5 мл раствора 1,35 М уксусной кислоты и 0,5 мл го- 
могената ткани. Время инкубации 1 — 2 ч. Удельная протеолити- 
ческая активность выражалась в мкмоль тирозина/ (ч-мг белка). 
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РЕЦЕПТУРНЫЕ ПРОПИСИ ПРЕПАРАТОВ ФЕРМЕНТОВ 
И ИХ ИНГИБИТОРОВ 


1. Кр.: Тгурзіпі сгузіаііізаіі 0,01 

Бузогіт 0,05 

ІЛгеа 0,5 

МогрЬосусІіпі 0,075 

Сіусѳгіпі — 

Ад. (іі$іі11. аа 2,5 

М. Б. 8. Для введения в гайморову по- 
лость по 1 мл 

2. Вр.: АІіа-сЬутоігурзіпі сгузіаііізаіі 0,03 

Ьаеѵотусеііпі 0,45 

Оіусегіпі 7,5 

01. Ѵазеііпі 5,0 

Ьапоііпі 2,5 

М. В етиіз. 

Б. 8. Вводить в полость среднего уха 

3. Вр.: Тгурзіпі сгузіаііізаіі 0,03 

Еаеѵотусеііпі 0,45 

Нусігосогіізопі 0,03 

Оіусегіпі 7,5 

01. Ѵазеііпі 5,0 

Ьапоііпі 2,5 

М. 1. етиіз. 

Б. 8. Вводить в полость среднего уха 

4. Вр.: Тгурзіпі сгузіаііізаіі 0,01 

В. I. а. № 10 іп Вас. 


8. Содержимое 1 флакона растворить в 

2 мл 0,5% раствора новокаина и вводить 
внутримышечно по I мл 2 раза в день 

5. Вр.: АНа-сЬутоігурзіпі сгузіаііізаіі 0,01 

В.і.й. № 20 іп Вас. 

8. Содержимое 1 флакона растворить в 

2 мл стерильного физиологического раство- 
ра и вводить внутримышечно 1 — 2 раза в 
день 

6. Вр.: СЬушорзіпі 0,05 

Б. і. й. № 20 іп Вас. 

8. Содержимое 1 флакона растворить в 

20 мл физиологического раствора, смочить 
стерильный тампон или салфетку и ввести 
в рану (или присыпать раневую поверхность 
сухим порошком) 


7. Вр.: Тгурзіпі 

Б. і. й. № 10 іп Вас. 


0,01 


8. Растворить содержимое 1 флакона в 
5 мл физиологического раствора и закапы- 
вать в трахеостому по 8 — 10 капель каж- 
дые полчаса 

8. Кр.: ВезохугіЬописІеазі 0,01 

О. 1. (1. № 10 іп Пас. 

8. Для ингаляций. Развести в 5 мл физио- 
логического раствора 

9. Кр.: КіЬописІеазі 

О. і. Ф. № 10 іп Нас. 

8. Для присыпки 

10. Кр.: Тгурзіпі 

ІДеа 

М. 1. риіѵ. Б. і. а. 

8. Присыпка для раны 

11. Кр.: 8о1. Асіаі атіпосаргопісі 

Б. і. а. № 10 іп атриіі. 

8. Для внутривенных вливаний (вводить 
медленно) 

12. Кр.: 8о1. Асіаі атіпосаргопісі 5% — 500,0 

8. Внутрь по 1 — 2 столовые ложки каж- 
дые 4 часа 

13. Кр.: РіЬгіпорепі 2,0 

Тгазуіоіі 25 000 К ІЕ 

Растворить в 500 мл 0,9% раствора натрия 
хлорида изотонического для инъекций 
8. Для введения в вену (капельно) 

14. Кр.: Тгурзіпі сгузіаііізаіі 0,01 

Б. і. а. № 10 іп Пас. 

8. Содержимое флакона непосредственно 
перед введением растворить в 20 мл уни- 
версального ацетатно-вероналового буфера. 
рН 7,0, прибавить 1 мл 10% раствора 
СаС1 2 . Вводить методом электрофореза 

15. Кр.: СЪутоігурзіпі сгузіаііізаіі 0,01 

Б. і. а. № 10 іп Пас. 

8. Содержимое флакона растворить в 
20 мл универсального ацетатно-вероналового 
буфера, рН 7,0, добавить 1 мл 10% раство- 
ра СаС1 2 . Вводить методом электрофореза 

16. Кр.: СЬуторзіпі 0,05 

Б. I. а. № 10 іп Пас. 

8. Содержимое флакона растворить в 
25 мл универсального ацетатно-веронало- 
вого буфера, рН 7, 0, и добавить 1,25 мл 
10% раствора СаС1 2 . Вводить методом элек- 
трофореза 


0,025 


0,01 

0,1 

№ 30 


5% — 100 


17. Кр.: Тгазуіоіі 25 000 КІЕ 

Б. і. 0. № 10 іп атриіі. 

8. Содержимое каждой ампулы растворить в 
20 — 30 мл физиологического раствора. 
Вводить методом электрофореза 

18. Ир.: Сопігусаіі 10 000 А'ГрЕ 

Б. 1. й. № 10 іп Пас. 

8. Содержимое флакона растворить в 20 — 30 
мл физиологического раствора. Вводить мето- 
дом электрофореза 

19. Кр.: КіЬописІеазі 0,025 

В. I. Й. № 10 іп Пас. 

8. Содержимое одного флакона растворить 
в 25 мл ацетатно-вероналового буферного рас- 
твора, рН 6,0. Вводить методом электро- 
фореза 

20 Кр.. Ьніазі 0,1 

Б. I. а. № 10 іп Пас. 

8. Содержимое флакона растворить в 20 мл 
ацетатно-вероналового буферного раствора, 
рН 7,7. Вводить методом электрофореза 
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